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The primary spermatocyte in the mantid Humbertiella indica is 
strikingly characterized by the expulsion of the X chromosome from 
the developing spindle into the peripheral cytoplasm. So extreme is its 
separation from the body of the spindle that the enveloping mantle of 
mitochondria which invests the latter at metaphase actually comes to lie 
between the X chromosome and the spindle. By what mechanism is a 
particular chromosome thus ejected from the nucleus? How will a chro- 


mosomal fiber function in spatial isolation from the body of the spindle? 
Although, in less exaggerated form, similar behavior has been observed 
in many XO organisms, the present case merits consideration because 
by virtue of their very exaggeration certain causal factors in the diffe- 
rential behavior of the X chromosome are here open to observation. 


Material. 


The material comprises serially sectioned testes from 8 males of the 
mantid Humbertiella indica Saussure, prepared by Professor J. J. 
Asana, then of Gujarat College, Ahmedabad, India, in 1933, to whose 
generosity I am greatly indebted. Fixation was in a modified FLEm- 
MING’s fluid which in several instances gave exceptional preservation of 
the mitochondria. HEIDENHAIN’s hematoxylin was used exclusively in 
staining, with excellent results on spindle fibers and a differential 
destaining of mitochondria and chromosomes. 


Chromosome complement. 


The chromosomes of Humbertiella indica have been described by 


OcumA (1946). The diploid number in the male is 39. Of these the un- 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 4. 18 
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paired X, with nearly median kinetochore, is of enormous size relative 
to the autosomes. The latter comprise 19 pairs of short chromosomes, 
closely graded in size, and all with median or submedian kinetochore. 
In somatic, spermatogonial and secondary spermatocyte metaphases 
the X chromosome assumes a peripheral position in the plate. 


General aspects of meiosis. 


Early meiotic prophase is of a type common among mantids 
(HuGHEs-ScHRADER, 1943b). Chromosome ends are polarized in a 


7 ree 
Fig. 1. Late meiotic prophase: separation of centrioles toward opposite sides of nuclear membrane; 


mitochondrial mass (here and in all succeeding figures drawn in optical section only), follows centers; 
weak double polarization of chromosome ends replaces bouquet orientation. 


Fig. 2. Maximum separation of centers, with corresponding movement of nuclear membrane; only 
a small part of mitochondria shown; note non-chiasmate bivalent structure. 


All figures drawn with camera lucida at table level with ZEIss 2 mm., n. a. 1,3 obj. and 20 x ocular; 
magnification as reproduced ca 1350 x. 


bouquet configuration at leptotene. This persists, with decreasing in- 
tensity, until superseded in late pachytene or diplotene by a bipolar 
configuration as the two centrioles move apart to opposite points on the 
nuclear membrane, each accompanied by a variable number of chromo- 
some ends (fig. 1). As the bivalents condense into short compact bodies 
the specific involvement of chromosome ends is no longer apparent. 
Polarization is thereafter evident only as a loose and variable grouping 
of the chromosomes in the region of the two centers (fig. 2) (compare 
Paratenodera, HuGHES-SCHRADER, 1943b). The X chromosome, hetero- 
chromatic throughout meiotic prophase, undergoes conflexion, and its 








Expulsion of the Sex Chromosome from the Spindle. 259 


closely appressed ends are polarized ‘in the bouquet formation. It opens 
out, often disclosing relational coiling of the two arms, in late prophase. 

In bivalent formation Humbertiella belongs to the non-chiasmate type 
exemplified by Callimantis (WHITE, 1938, HucHEs-ScHRADER, 1943 a). 
Homologous chromosomes remain parallelly paired throughout the 
entire meiotic prophase. Even the localized separation in the kinetochore 
region, so pronounced in the Callimantis prometaphase, is absent here. 

Precocious reaction of kinetochores to centers, resulting in the pre- 
metaphase stretch stage so characteristic of many mantid species, is also 
entirely absent. Congression of the bivalents in the equatorial zone of 
the spindle proceeds simultaneousiy with the formation of chromosomal 
fibers and the co-orientation of their kinetochores. 


Formation of spindle and expulsion of X. 
A marked elongation of the nucleus immediately precedes spindle 
formation. The two V-shaped centrioles, which have maintained contact 


Table 1. Length of spindle and of chromosomal fibers in relation 
to meiotic phase. Measurements in mm. at 900. 
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Metaphase I.............. 24 15 11 13.5} “it 13 
Mid Anaphase I.......... 25 5 10 29 8 
Late Anaphase I......... 28 | 9 5 5 3 5 
Teloplake ts 3. fsle5 6 oe wes | 9 | 


with the nuclear membrane during their movement to opposite sides of 
the nucleus, now continue their separation but in the line of the inter- 
polar axis. The nuclear membrane continues in contact with the cen- 
trioles as the latter move apart and thus becomés attenuated into pointed 
conical projections (fig. 2). The resultant deformation of the nucleus is 
considerable; the intercenter distance increases from an average of 21 to 
one of 34 units (mm. at 900 x, table 1). Except in the polar regions the 
nuclear membrane now appears flaccid and imcreasingly indefinite in 
outline; the chromosomes are no longer appressed to its inner surface, 
but begin to cluster together centrally in two more or less separated 
groups, reflecting the earlier polarization. 
18* 
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The nuclear membrane then disintegrates and the nucleoplasm 
assumes a definite spindle shape, focussed in the centrioles. The latter 
gradually reapproach each other as the spindle takes form, until at 
compietion of metaphase orientation the average intercenter distance has 
been reduced to 24 units. As the spindle develops the chromosomes begin 
to move into the general region of the equator (fig. 3). There-upon a 
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Fig. 3. Early prometaphase, with spindle just formed; beginning of orientation of kinetochores in 
autosomes; X at lower right, with inactive kinetochore. 
Fig. 4. Late prometaphase: orientation of autosomes nearly complete; X, with inactive kinetochore, 
ejected to surface of spindle at upper left. 
Fig. 5. Metaphase I, polar view: X at lower right lies outside the mitochondrial mantle of the spindle. 


Fig. 6. Metaphase I, lateral view; note wide separation of X from body of spindle; peripheral streaming 
of mitochondria in equatorial cytoplasm. 
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marked difference between the autosomal bivalents and the unpaired 
X becomes apparent. The two kinetochores of each bivalent separate 
slightly and orient toward opposite poles; simultaneously chromosomal 
fibers begin to make their appearance,—extending from the kine- 
tochore poleward to the center. Each bivalent then gradually assumes 
a precisely equatorial position with its long axis at right angles to the 
polar axis of the spindle (fig. 4). The X chromosome, on the other hand, 
remains completely passive during these maneuvers of the autosomes. 
Its kinetochore fails to orient to either center, and the whole body of 
the chromosome is swung into line with the long axis of the spindle. In 
this position it passes, apparently as an inert mass, toward the equator, 
and—at the same time—it is shifted peripherally so that it comes to lie 
on the outer surface of the spindle (fig. 4). Although this stage is 
extremely transient, some 20 examples proved analyzable (i.e., favor- 
ably oriented with reference tothe plane of section, and not obscured by 
mitochondria). Without exception, by the time the bivalents had oriented 
and were assuming metaphase position, the X chromosome had been 
brought from its random placement at the time of the breakdown of the 
nuclear membrane to a peripheral position on the surface of the spindle 
in the general region of the equator. In all cases the kinetochore of 
the X remained inactive and unoriented during these movements. 


Movement of X into cytoplasm. 


The X chromosome is then swept peripherally from its position on 
the surface of the spindle out into the cytoplasm—usually to a consider- 
able distance, but remaining fairly close to the equator. Only then does 
the kinetochore of the X orient toward the nearer pole, and a definite 
chromosomal fiber is formed between it and the center (fig. 6). To 
understand the final metaphase position of the X relative to the cell as a 
whole it is necessary to consider briefly the behavior of the mito- 
chondria during the stages just described. During early stages in meiotic 
prophase the mitochondria are massed in a flattened sphere appressed 
to the surface of the nucleus and surrounding the center. As the 
daughter centrioles separate the mitochondria tend to follow them. 
By the time the centrioles reach opposite sides of the nuclear membrane 
the mitochondria form a cupshaped mass closely investing from one 
third to one half the surface of the nucleus (fig. 1 and later). 
(Parenthetically, it is of interest that both centrioles frequently become 
free from the mitochondrial mass during these movements. This 
supports the usual assumption that both centrioles participate in the 
circum-nuclear migration, rather than that one is stationary and 
one migratory.) As the spindle forms the major part of the mito- 
chondria spreads over its surface, the long filaments parallel with its 
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long axis; others become radially distributed among the astral rays. 
By the stage shown in fig. 3 the spindle (here drawn in optical 
section) is closely invested with mitochondrial filaments over raughly 
two thirds of its surface. With the onset of metaphase a change 
becomes evident. All the unattached cytoplasmic inclusions tend to 
gather in the equatorial region of the cytoplasm (evident as a denser 
equatorial belt in fig. 4). From the mid region of the spindle the 
outermost strands of the mitochondrial mantle are now whipped off, 
and are carried peripherally into the equatorial cytoplasm. Sharp bends 
and loops appear in the filaments as they are swept from the spindle. 
The resulting mitochondrial configurations (figs. 4, 6 and 7)-can best 
be described as reflecting the action of a strong centrifugal equatorial 
current in the cytoplasm at this period. 

We may now correlate successive positions of the X chromosome 
with the successive patterns of mitochodrial distribution. While the 
X is being expelled from the body of the spindle there is no evidence 
of mitochondrial movement into the equatorial cytoplasm. The same 
holds true for the transient period when the X lies passively on the 
surface of the spindle. But in the immediately succeeding stage, as 
seriated by the progressive metaphase orientation of the bivalents, 
when the mitochondria begin to stream outwards at the equator, we 
find the X chromosome to be similary affected (figs. 4 and 6). The 
first outward movement of the end of the X nearer the equator is 
caught in fig. 4. The centrifugal equatorial streaming of the mito- 
chondria continues while the X is swept out with them into the cyto- 
plasm. The peripheral movement of the X appears to be checked 
by the formation of its chromosomal fiber, which apparently tends 
to anchor its kinetochore. Meanwhile the inner layers of the mito- 
chondrial mantle continue to spread over the surface of the spindle; 
and, as the X moves outwards, strands of these mitochondria slide 
in between it and the spindle. Thus by the end of metaphase a fairly 
complete mantle of mitochondrial filaments separates the X from the 
spindle body (figs. 5 and 6). 


Anaphasic Movement. 


The differential timing of the X chromosome and autosomes con- 
tinues during anaphase. While the autosomes disjoin and move halfway 
to the poles the X tends to retain its metaphase position. This is 
confirmed by measurements of the length of the chromosomal fibers 
at different stages of the division (table 1). Thus while the autosomal 
fiber shortens from an average metaphase length of 11 units to one 
of 7 at mid anaphase, the decrease in length of the chromosomal 
fiber of the X during the same period is negligible (11 to 10). These 
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measurements were made only on spindles so oriented that the 
chromosomal fiber of the X lay in the plane of section and in which 
both of the centrioles and the kinetochore of the X were in focus 
together; of the autosomal fibers only the one most peripherally placed 
in the same focal plane as the centers was measured. Anaphases are 
relatively rare, and of those available but few met these specifications; 
the resulting value for the anaphasic fiber is thus only an approxi- 
mation. However, when all anaphases — irrespective of their 
orientation — were checked, no exception was found to the precession 
of the autosomes to the poles. That the differential behavior of the 
X stems from a delay in the shortening of its chromosomal fiber, 
— rather than to a slower rate — is indicated by the fact that in 3 of 
the 5 cells measured at mid anaphase the length of the fiber is still 
almost precisely half that of the intercenter distance, which in turn 
is identical with that of metaphase. 

Belatedly, the chromosome fiber of the X does, however, undergo 


.a typical anaphasic shortening. From mid anaphase on the X fiber 


shortens from an average length of 10 to one of 5 units; this brings 
the kinetochore region of the X into contact with the distal ends of 
the peripheral autosomes, after which its poleward movement ceases. 
Shortening of the autosomal fibers during the same period continues 
(from 7 to 3 units) until with approaching telophasic changes neither 
fibers nor centriole is any longer visible. 

Elongation of the spindle body, while obviously not instrumental 
in bringing the cytoplasmically placed X to the pole, is observably 
a factor in the anaphasic separation of the autosomes. Its effect is 
manifested, however, only in late anaphase and telophase. Measure- 
ments of the intercenter distance (table 1) show the spindle to decrease 
in length from the time of its organization up to metaphase; it then 
maintains this length through mid anaphase; elongates through late 
anaphase; and finally becomes extremely extended during early telo- 
phase. 

Re-entry of the X into the nucleus. 


The topographic relations of the X chromosome during anaphase 
and its final reincorporation into the telophase nucleus again involve 
consideration of the mitochondria—and their post-metaphase distri- 
bution. The equatorial streaming of the mitochondria continues through 
early anaphase and then subsides. The anaphasic autosomal plates at 
first retain a surprisingly wide separation of their constituent 
chromosomes; by mid anaphase the diameter of the plate has decreased 
only from an average of 14 units to one 12. The spindle therewith 
becomes cylindrical in its interzonal region, and the mantle of mito- 
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chondria appressed to its outer surface reflects the same change in 
shape (compare figs. 6 and 7). The resultant expansion of: the spindle 
at the level of the mid anaphase plates causes the mitochondrial mantle 
to impinge directly on the chromosomal fiber of the X. The latter 
appears actually to bend under the impact (fig. 7), but the fading 
out of the fiber distally where it enters the centrosphere makes this 
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Fig. 7. Early anaphase I: autosomal chromosomal fibers shortening; X fiber appears bent as spindle 
expands at level of anaphase plate. 


Fig. 8. Late anaphase I: mitochondria! strands, brought together at equator, flare apart distally; 
X now in contact with interzonal spindle. 


impression difficult of verification. There does unquestionably result 
a closer approach of the X to the mitochondrial mantle of the spindle, 
and its chromosomal fiber may even make contact with the autosomal 
half spindle. With the incutting of the cytoplasmic furrow (fig. 8) 
the mitochondrial filaments longitudinally investing the spindle are 
brought together at the equator and simultaneously spring stiffly 
apart distally, forming a flaring, palisade-like funnel about each end 
of the interzonal spindle. At the same time the chromosomal fiber of 
the X is shortening and the spindle body begins to elongate; the effect 
on the X is to make it appear as though dragged up and over the 
top of the mitochondrial palisade. Therewith the X is finally brought 
into contact with the spindle—in its interzonal region (fig. 8). 
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Almost simulianeously the kinetochore region of the X reaches the 
periphery of the increasingly concave autosomal plate. Torsion of the 
spindle is already unter way, and the chromosomal caps are thereby 
displaced in opposite directions. The nuclear membrane reforms about 
the chromosomes, and the X is incorporated in the telophasic nucleus 
as a vesicle, either pendant from one edge of the nuclear cap or 
centrally placed in its concavity, depending on its position relative 
to the direction of tipping of the cap. 


Discussion. | 


Response of the nuclear membrane to polar influence is shown 
by the precisely corresponding movements of membrane and centers 
as the latter separate in late meiotic prophase. Although nothing is 
known of the nature of the force involved the case is of interest 
since it adds, to those described by ScHRADER (1947) in pentatomid 
bugs, still another variant manifestation of the interaction of nucleus 
and centers at this stage of the mitotic cycle. 

The formation of a chromosomal spindle fiber from cytoplasm 
rather than from nucleoplasm is indicated by the history of the X 
chromosome in the Humbertiella spermatocyte. This cytoplasmic 
chromosomal fiber undergoes the anaphasic shortening characteristic 
of most orthodox chromosomal fibers. Whether it can do so in the 
complete spatial isolation from the body of the spindle characteristic 
of its metaphase position is not proved, since changes in spindle 
shape and mitochondrial distribution bring the X fiber, during the 
period of its contraction, into contact with the autosomal half spindle. 
It seems equally likely that the delayed anaphasic shortening of the 
X fiber is not dependent on such contact, but is simply a continued 
expression of the difference in timing between X and autosomes 
already apparent in prometaphase. In either case, the final movement 
of the X toward the pole is obviously directly associated with the 
shortening of its chromosomal fiber. 

Anaphasic separation of the autosomes, however, is clearly 
associated with both the shortening of the chromosomal fibers and 
with elongation of the spindle body. Separation of the two is possible 
because spindle elongation occurs only after mid anaphase, while 
the shortening of the chromosomal fibers continues steadily throughout 
the anaphasic disjunction. While these observations give no evidence on 
the actual duration of the two phases in the anaphasic movement, it 
appears probable that the timing of the two factors differs somewhat 
from that demonstrated by Ris (1943, and personal communication) in 
the grasshopper spermatocyte. In the latter, shortening of the chromo- 
somal fibers ‘is initiated only very slightly in advance of spindle elonga- 
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tion; the two processes proceed simultaneously throughout almost the 
entire anaphase. 

With reference to the mechanism by which the X chromosome is 
ejected from the spindle, we may tentatively attribute the expulsion 
to the observable difference in behavior between the chromosome which _ 
is expelled and those which remain within the spindle—namely, to the 
delay in the kinetochore-center reaction of the X as compared with 
the autosomes. Such attribution implies, on the one hand, that passi- 
vity of the kinetochore at prometaphase will cause a chromosome to 
be ejected from the spindle, and, on the other hand, that the formation 
of chromosomal fibers between kinetochore and center will anchor the 
chromosome within the spindle. The situation is thus explicable in 
terms of OSTERGREN’s hypothesis of transverse and longitudinal 
equilibria in metaphase plate formation (OSTERGREN, 1945a and b; 
see also SCHRADER, 1947). OSTERGREN postulates: 1. that the spindle 
whose structural equilibrium is disturbed by the presence of a foreign 
body, will tend to eject it; 2. that, normally, expulsion of chromosomes 
is checked by the chromosomal fibers which tend to draw the chromo- 
somes into the interpolar axis; and 3, that the resultant of these two 
forces determines the position of the chromosomes in the equatorial 
plate. The X chromosome of the Humbertiella spermatocyte, due to the 
delay in its kinetochore to center reaction is left unanchored by 
chromosomal fibers for a period sufficient for its expulsion from 
the spindle. 

In harmony with this interpretation is the aberrant behavoir of 
the X chromosome observed in two exceptional primary spermatocytes. 
Here the kinetochore of the X was apparently precocious. rather than 
delayed, for it had actually divided and chromosomal fibers connected 
one chromatid to each pole. Significantly, the X, albeit peripherally 
placed, was found in both cases to lie definitely within the body 
of the spindle. (Such placement corresponds exactly to that found in 
somatic, spermatogonial and secondary spermatocyte mitoses.) 

The X chromosome in these aberrant spermatocytes, however. 
deviates from the normal not only in the precocity of its kinetochore 
activity, but also in the formation of bipolar chromosomal fibers. A 
chromosome connected to but a single pole, even if not delayed in iis 
kinetochore response, would be expected to be less well anchored in 
the spindle, less able to achieve an equatorial position, and more 
liable to expulsion from the spindle. In support may be cited the 
behavior of the X in other species of mantids with XO males; in 
these, at first meiotic metaphase the X tends to lie either outside the 
spindle or in its most peripheral zone, and at a variable distance from 
the equator. A striking illustration is afforded by tetraploid spermato- 
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cytes of Callimantis antillarum (HuGues-ScuraDer, 1943a). If the 
two X chromosomes are separate at prometaphase they tend to be 
ejected to the surface of the spindle and orient as does the unpaired 
X of the diploid spermatocyte. But if a sex bivalent be formed and 
chromosomal fibers are organized to each pole, the bivalent assumes 
a position well within the equatorial plate of the spindle albeit in 
its peripheral zone. 

Of especial interest in comparison with Humbertiella are the 
mantids Liturgousa annulipes and Angela guianensis, in which the 
kinetochore-center reaction of meiotic prophase is markedly precocious 
in both X and autosomes alike. While in these cases the X is 
invariably peripherally located with reference to the spindle, it 
approaches the equator fairly closely, and in only 7 out of 48 cells 
checked was clearly out of contact with the spindle. In Callimantis, 
with normal timing of the kinetochore activity, failure of the X to 
reach the equator is more marked, and in 54 first metaphases checked 
it lay outside but in partial contact with the spindle in 40, outside 
with no contact in 10, and inside but peripheral in but 4. Finally, 
in Humbertiella with ‘its.delayed kinetochore to center reaction the 
X was found to be widely separated from the spindle in all but 
ene of 100 first metaphases checked. 

The conclusion seems warranted that (1) a monopolar chromosomal 
fiber, as contrasted with the usual bipolar connections, favors ejection 
of the chromosome from the spindle, and (2) that the efficacy of the 
chromosomal fibers in anchoring and orienting the chromosomes within 
the spindle varies with the timing of the kinetochore to center 
reaction—delay favoring expulsion. While the data reported here 
give no information on the nature of the force by which the spindle 
ejects a passive chromosome, they are in harmony with OSTERGREN’s 
hypothesis. It should be emphasized that extension of the working 
hypothesis to a wider range of organisms will—in view of the 
known variation in spindle structure—surely disclose exceptions. 
For example, in the secondary spermatocyte spindle of the Ilaveiine 
coccids, in which. no continuous fibers are demonstrable, the unpaired 
X chromosome may remain in the center of the spindle area at meta- 
phase altbough completely inactive in the formation of chromosomal 
fibers. In the series of mantids considered above, however, the 
assumption of a basic similarity in spindle structure is justified as far 
as evidence from fixed material goes. But even within so comparable 
a group specific differences in spindle shape are associated with 
different stages, and may influence metaphase orientation. Thus the 
shortening of the interpolar axis during prometaphase in Humbertiella 
may well contribute to the equator-ward movement of the X, which 
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cannot, as in the autosomes, be attributed to the give and take of 
chromosomal fibers. 

A third factor, in addition to the delay in the formation of the 
chromosomal fibers, and the monopolar nature of the latter, cooperates 
in producing the extreme degree of separation of the X from the 
spindle in the Humbertiella spermatocyte. This is a cytoplasmic current 
in the equatorial zone of the cell, flowing outwards from the spindle; 
its existence is indicated by the outstreaming of filaments from the 
mitochondrial mantle of the spindle during the period of prometa- 
phase to mid anaphasé. During comparable stages in cleaving egg 
cells of various nemerteans Spek (1918) has demonstrated, in the 
interior cytoplasm, the passage of yolk particles from the polar 
regions towards the equator. Such flow ceases at mid anaphase. It 
is followed, after a definite pause, in which no streaming is observable, 
by a current limited to the superficial cytoplasm which also flows 
from the poles toward the equator. As these streams meet the current 
turns inward toward the spindle, closely followed by the cleavage 
furrow. That the first of these currents from the poles toward the 
equator—that which involves the deeper-lying cytoplasm only—occurs 
in the Humbertiella spermatocyte is shown by the changing patterns 
of mitochodrial distribution. For, when such streams approach each 
other the. equatorial cytoplasm will be forced outwards—since we 
may assume that the spindle body offers more resistance than does 
the superficial cytoplasm. The resuit will be just such a centrifugal 
streaming as is indicated by the movement of mitochondria from 
the equatorial zone of the spindle mantle into the peripheral 
cytoplasm. 

Direct observation of the centrifugal current just postulated is 
possible in the living spermatocytes of the grasshopper Psophus 
stridulus, as is demonstrated in the FISCHER-MICHEL moving picture 
film photographed through the phase-contact microscope (FISCHER, 
1942, MicHEL,' 1943), Here the centrifugal streaming of formed cyto- 
plasmic inclusions is clearly visible; mitochondrial strands are whipped 
off the surface of the spindle at the equator, and are carried peri- 
pherally toward the cell wall from which they may rebound to form 
transient swirls or vortices. The resulting configurations are strikingly 
parallelled in the Humberitiella spermatocyte. In both grasshopper 
and mantid this current subsides completely at mid anaphase. In 
Humbertiella the onset of the current coincides in time with the 
expulsion of the X to the surface of the spindle. Delay in the formation 
of its chromosomal fiber leaves the X unanchored and in the path 


1 Not available for consultation. 
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of the cytoplasmic current, which, it thus seems safe to assume, is 
instrumental in carrying it so far peripherally until checked by the 
belated reaction of its kinetochore to the center. 

The elimination of chromosomes from the spindle in the penta- 
tomid bugs Brachystethus and Mecistorhinus, recently analyzed by 
ScHRADER (1946a and b, 1947) bears significantly on the situation in 
Humbertiella. In the harlequin lobe of the testes of the these bugs 
all the autosomes evince an abnormal clumping during late meiotic 
prophase, and, just as the metaphase orientation is being completed, 
are moved out of the spindle into the equatorial cytoplasm. Their 
final extreme displacement involves abnormal kinetochore activity 
as evidenced by the active elongation of their chromosomal fibers 
while the interpolar axis remains constant. From this and other 
evidence SCHRADER (1947) concludes, in agreement with OSTERGREN, 
(1) that the establishment of the metaphase plate involves both 
transverse and longitudinal equilibria—-chromosomal fibers opposing the 
tendency of the spindle body to eject the chromosomes; and (2), that 
irregularities in timing or condition of chromosomes, and specifically 
of kinetochores, may upset this balance in such a way as to permit 
the expulsion of chromosomes from the spindle. The behavior of the 
X chromosome in the Humbertiella spermatocyte supports these con- 
clusions; an irregularity in timing of kinetochore activity is here 
sufficient to effect expulsion. This suggests that variations in the 
timing of kinetochore activity in specific chromosomes may prove 
to be a factor in the determination of those constant patterns of 
chromosome arrangement in the metaphase plate which constitute 
so puzzling a feature in many species. 


Summary. 


1. In the primary spermatocytes of the mantid Humbertiella indica 
the separation of the centers during late prophase is accompanied 
by corresponding movements of the nuclear membrane. Center and 
membrane thus remain in close juxtaposition suggesting that some 
form of attraction operates between them. 

2. Interpolar distances are subject to a series of changes definitely 
associated with the successive mitotic phases. At the initiation of 
spindle formation the distance between the centers is large; it decreases 
sharply until metaphase; then remains constant until mid anaphase; 
and progressively increases to an extreme degree during late ana- 
phase and early telophase. 

3. At first metaphase the autosomal bivalents orient in a typical 
equatorial. plate, but the X chromosome lies out in the cytoplasm, 
spatially separated from the spindle body by a wall of mitochondria. 
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4. Expulsion of the X chromosome from the spindle is correlated 
with a delay in its kinetochore-center interaction. 

5. The anaphase movement of the autosomes is associated with 
a progressive shortening of the chromosomal fibers during the entire 
anaphase, accompanied during late anaphase by an elongation of the 
spindle body. But in the case of the X chromosome shortening of the 
chromosomal fiber occurs only during late anaphase. 

6. Subsidiary conclusions on the cytoplasmic origin of the chromo- 
somal fiber of the X, the relation of the bouquet stage to the double 
polarization of late prophase, the non-chiasmate structure of the 
autosomal bivalents, and the absence of the premetaphase stretch 


stage are recorded. 
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NOTIZEN ZUR ENDOMITOTISOHEN POLYPLOIDISIERUNG IN 
TRICHOCYTEN UND ELAIOSOMEN SOWIE UBER KERN- 
STRUKTUREN BEI GAGEA LUTEA. 


Von 
(LOTHAR GEITLER, Wien. 


Mit 2 Textabbildungen. 
(Eingegangen am 30. Juli 1948.) 


Endomitotische Polyploidie la8t sich unmittelbar erkennen, wenn die 
mitotischen Chromosomen in den Ruhekernen wenig verandert erhalten 
bleiben und die Endomitose selbst sich verfolgen 148t (Heteropteren, 
Schnecken, Asseln u. a.).1 In anderen Fallen 1a8t sich die endomitotische 
Polyploidie durch experimentelle Auslésung von Mitosen oder durch 
spontan auftretende Mitosen nachweisen. Fehlen beide Méglichkeiten, so 
ist man auf die Strukturanalyse der Ruhekerne angewiesen, welche zu- 
sammen mit Volumenbestimmungen und mit Hilfe von Analogie- 
schliissen aus besser analysierbaren Objekten das Vorhandensein e. P. 
sehr wahrscheinlich oder nahezu gewif machen kann. In diesem Sinn 
konnte ich (1940 a, 1941) die Riesenkerne in den Trichocyten (,,Tricho- 
blasten“) von Trianea bogotensis (= Hydromistria stolonifer), im 
Elaiosom von Corydalis cava (1944) und im Suspensorhaustorium von 
Lupinus polyphyllus (1941) als hochpolyploid ansprechen. Um Wieder- 
holungen zu vermeiden, sei auf diese Darstellungen ausdriicklich hin- 
gewiesen. 

Analoge Verhaltnisse wie bei Trianea finden sich auch in den 
Trichocyten von Hydrocharys morsus-ranae.? Die fiir Trianea gegebe- 
nen Abbildungsbelege kénnen im wesentlichen auch fiir Hydrocharis 
gelten. Die Kerne der Trichocyten wachsen — Hand in Hand mit einer 
entsprechenden VergréSerung des Zell- und Plasmavoiumens — unter 


1 Zusammenfassende Darstellungen iiber endomitotische Polyploidie und 
damit zusammenhingende Probleme bei GEITLER (1941, 198), Lokz, 
HuskIns; fiir die Schnecken und Asseln vgl. HEITz (1944). 

2 Die Untersuchung erfolgte, wie auch bei den anderen Objekten, mittels 
der iiblichen Essigkarmintechnik. — Fiir die Untersuchung von Gagea wurde 
auferdem mit 2 BX fixiert und mikrotomgeschnitten. 











Lothar Geitler: 


Massenzunahme der Feulgen-positiven Strukturen (und des Nucleolus) 
heran. Die Kernstruktur ist, wie bei Trianea, in der Hauptsache euchro- 
monematisch; die Chromonemen erfiillen, wie dort, den Kernraum nicht 
ganz gleichmaBig, sondern nehmen voneinander undeutlich getrennte 
Areale ein. Die Trabanten sind dicht heterochromatisch. 

Wihrend des Wachstums bleibt die Dicke der Chromonemen an- 
nahernd gleich, ihre Gesamtmenge, d. h. also die Zahl der potentiellen 
Chromosomen, nimmt zu. Die in den diploiden Ausgangskernen winzig 
kleinen Trabanten bleiben dagegen an Zahl konstant, erfahren aber 
eine betrachtliche Volumenzunahme. Am Ende der Entwicklung tritt, 
wie bei Trianea, Kernsaftvermehrung hinzu, welche eine weitere, ,,un- 
echte“ Volumenzunahme des Kerns verursacht, die mit Polyploidisie- 
rung nichts zu tun hat. 

Die Beobachtungstatsachen sind auf Grund der Analogie mit den 
grundsatzlich gleichgebauten Kernen von Sauromatum, an denen sich 
Mitosen auslésen lassen, welche ihre e. P. erweisen (GRAFL, 1939), 
zwanglos nur so deutbar, da8 die Zahl der im Ruhekern als Chromo- 
nemen ausgebildeten Chromosomen vervielfacht ist. Die euchromatischen 
Abschnitte bleiben distinkt erhalten, im Heterochromatin erfolgt véllige 
Verklumpung, welche eine optische Auflésung einzelner Chromonemen 
verhindert. Bei Sauromatum laBt sich die komplexe Natur der Tra- 
 banten polyploider Kerne in der Prophase ausgeliéster Mitosen ohne 
weiteres erkennen, bei Hydrocharis verrat sie sich nur durch ihre ent- 
sprechende GréBe. 

Im Gegensatz zu Huskins méchte ich meinen, dai die Frage, ob 
solche Kerne ,,polyploid“ oder ,,polytaén“ sind, nicht ganz miifig ist. 
Die Entscheidung scheint mir klar im Sinne der Polyploidie zu treffen. 
Denn 1. erkennt man die eurochromatischen Chromonemen als solche 
(wenn auch meist nur ihre optischen Querschnitte, die als ,,.K6rnchen“ 
erscheinen); sie sind frei und nicht gebiindelt; 2. stimmt die Struktur 
solcher Kerne durchaus mit der Struktur jener endomitotisch poly- 
ploidisierten Kerne iiberein, die ihre Polyploidie bei Auslésung von Mi- 
tosen unmittelbar erkennen lassen; 3. ist der Bauunterschied zwischen 
jiingeren (diploiden) und 4lteren (polyploiden) Trichocytenkernen 
grundsidtzlich kein anderer als etwa der zwischen haploiden (in den 
Gonen), diploiden und — im Endosperm — polyploiden Kernen der- 
selben Pflanze (abgesehen natiirlich von den durch die endomitotische 
Entwicklung bedingten Unterschieden, also z. B. der gleichbleibenden 
Zahl der Chromozentren einerseits, ihrer wechselnden Zahl anderseits). 
SchlieBlich kennen wir auBerhalb der Dipteren keine sicheren Falle von 
Polytaénie (wenn wir mit der Mehrzah] der Autoren die Polytinie der 
Riesenchromosomen der Dipteren als gesichert ansehen wollen). Das 
Beisammenliegen endomitotisch entstandener Tochterchromosomen in 
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spontanen oder ausgelésten Mitosen endopolyploider Kerne ist zweifel- 
los eine ganz andersartige Erscheinung. Auch die Tatsache, daB Chro- 
mosomen — unter anderem auch in endopolyploiden Kernen — ihr 
Volumen bedeutend vergréfern kénnen, muf nicht auf Polytanie be- 
ruhen (GEITLER, 1940 b, 1941, LauBER), wenn auch Huskins in dieser 
Hinsicht sehr bemerkenswerte Mitteilungen macht; liegt aber wirklich 
eine Vermehrung der Chromonemen vor, so handelt es sich um eine 
andere Art von Polytinie als die gemeinhin unter diesem Begriff ver- 
standene. 

Das Vorkommen e. P. der Trichocytenkerne von Hydrocharis 1aBt 
sich noch aus einer anderen Beobachtungstatsache ableiten. Wie bei 
Trianea (vgl. die Photographien Abb. 17, GEITLER, 1941) wechselt die 
mehr grob,,kérnige“ und unregelmafige euchromatische Struktur ge- 
legentlich mit einer fein,,.kérnigen“ und sehr regelmaBigen Struktur ab. 
Diese Struktur, die nur selten auftritt, liBt sich wie bei Trianea als 
endomitotische Teilungsstruktur auffassen. Kine Sicherung dieser Auf- 
fassung liebe sich durch eine statistische Aufnahme ihrer Haufigkeit 
innerhalb der Region von der Wurzelspitze bis zur Dauerzone gewin- 
nen; eine solche umfangreiche Untersuchung durchzufiihren, war noch 
nicht méglich. 

Alles in allem 148t sich nahezu mit GewiBheit auch fiir die Tricho- 
cytenkerne von Hydrocharis endomitotische Polyploidisierung anneh- 
men. Die ausgewachsenen Kerne diirften nach vorsichtiger Schatzung 
32-ploid sein. 

Kin unmittelbarer Beweis lieBe sich durch die Auslésung von Mi- 
tesen fiihren. Es lag nahe, die neuerdings von HuskIns ausgearbeitete 
vielversprechende Methode der Mitoseauslésung in Dauerzellen von 
Wurzeln durch kurze Einwirkung hochkonzentrierier 8-Indolyl-Essig- 
siure-Lésungen auch fiir Hydrocharis zu versuchen. HUSKINS ver- 
wendete bei Rhoeo und Hordeum mit Erfolg Lésungen von der Konzen- 
tration 20:1 Million in der Dauer von 4 Stunden, und fand nach etwa 
10 bis 20 Stunden Mitosen in Dauerzellen, die sich dabei zum Teil als 
polyploid, und zwar meist als tetra- und oktoploid, erwiesen.? 

Ich verwendete Lisungen in den Konzentrationen 5:1 Million, 
20:1M., 50:1 M. und 100:1 M. in der Dauer von 4 Stunden bis zu 
2 Tagen. Die Pflanzen wurden auf den Lésungen schwimmen gelassen 


3 Es wurden auch haploide, penta- und hexaploide Mitosen aufgefunden! 
— Auf diese und andere wichtige Tatsachen kann hier nicht eingegangen 
werden. Es sei aber hervorgehoben, da8 die neue Methode offenbar nicht 
schematisch ausgewertet werden darf; im Gegensatz zu HUSKINS méchte ich 
nicht allgemein daran 2weifeln, daS Wuchsstoffbehandlung an sich diploide 
Dauerzellen polyploid machen kann (dies zeigen ja doch die bekannten 
alteren Versuche LEVANs an Allium). 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 4. 19 
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und nach der angegebenen Zeit in ihr natiirliches Medium zuriickver- 
setzt. Das Ergebnis war in allen Fallen, bei zweimaliger Wiederholung 
der Versuche, negativ. In den Konzentrationen 5:1 M. und 20:1 M. 
zeigte sich iiberhaupt keine Wirkung, in den héheren Konzentrationen 
erfolgt in den Wurzeln Mitosehemmung und als auferlich sichtbare 
Schaédigung Zuriickkriimmung der Rander der Blattspreiten. Ein ein- 
ziges Mal wurde in einer Pflanze, die 4 Stunden lang mit der Lésung 
20:1 M. behandelt worden war, in einer zwischen den Trichocyten ge- 
legenen Epidermiszelle eine tetraploide Anaphase beobachtet. Da ein 
anderes Mal auch in unbehandeltem Material eine tetraploide Metaphase 
in einer Epidermiszelle beobachtet wurde, handelt es sich offenbar um 
ein auch spontan vorkommendes Verhalten. 

Das Vorkommen tetraploider Mitosen ist, wenn es sich auch nur um 
seltene Ausnahmen handelt, an sich bemerkenswert. Die zwischen den 
Trichocyten liegenden Epidermiszellen bewahren ihre mitotische Tei- 
lungsfahigkeit etwas linger als die Trichocyten. Die Trichocyten sind 
als solche bereits deutlich erkennbar, wenn sie in der Lingsrichtung der 
Wurzel erst durch eine einzige Epidermiszelle voneinander getrennt 
sind. Zu diesem Zeitpunkt haben sie ihre mitotische Teilungsfahigkeit 
bereits verloren, wihrend sich die Epidermiszellen gew6éhnlich noch 
ein oder zweimal teilen. Das Verhalten entspricht dem von Trianea, mit 
dem unwesentlichen Unterschied, daB sich bei Trianea die Epidermis- 
zellen noch linger teilen. Nach Erléschen der mitotischen Teilungs- 
fihigkeit wachsen auch die gewéhnlichen Epidermiszellen unter Ver- 
gré8erung und unter Vermehrung der chromatischen Strukturen ihrer 
Kerne etwas heran und es werden wenigstens manche von ihnen 
schatzungsweise tetraploid oder vielleicht auch oktoploid. Da& die An- 
nahme richtig ist, zeigt das gelegentliche Auftreten tetraploider Mi- 
tosen. Die Struktur solcher Kerne isi dabei véllig vergleichbar mit der 
junger Trichocytenkerne, die am Anfang des Wachstums stehen. Es 
scheint danach wohl berechtigt, fiir die alteren Trichocytenkerne eine 
entsprechende Extrapolation vorzunehmen und sie als héher polyploid 
anzusprechen. Wie schon erwaéhnt, kann man die ausgewachsenen 
Trichocyten nach einer schitzungsweisen Volumenbestimmung, die 
freilich mit allen Mangeln einer solchen behaftet ist, als 32-ploid be- 
trachten. 

Wie die Trichocyten von Hydrocharis und Trianea sind offenbar 
auch die Trichocyten von Stratiotes aloides, Elodea densa und Valis- 
neria spiralis endomitotisch polyploidisiert. Eine eingehende Unter- 
suchung konnte allerdings nicht durchgefiihrt werden. Die Kerne von 
Stratiotes besitzen etwa die gleiche Struktur wie die von Trianea und 
Hydrocharis. Bei Elodea und Valisneria sind die herangewachsenen 
Trichocytenkerne dagegen auffallend strukturarm; freilich nicht etwa 
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in dem Sinne einer ScheinvergréBerung durch Kernsaftvermehrung, 
sondern offenbar infolge geringen Thymonukleinséuregehaltes. Die 
euchromatischen Strukturen werden wahrend des Wachstums auferst 
zart und sind schlieBlich kaum mehr erkennbar. Auch die Interkinese- 
kerne der Wurzelspitze sind verhaltnismaBig anukleal, und die Chromo- 
somen erscheinen von der Prophase bis zur Metaphase auffallend 
Mager“ und die Chromatiden sind auffallend getrennt, d. h. der Tei- 
lungsspalt ist sehr weit. 





Abb. 1. Gagea lutea. a Interphasekern aus dem Integument; Chromozentren (nur ein Teil derselben 

ist. dargestellt) und euchromonematische Struktur (nur ein Ausschnitt im Bild unten 

b Kern aus cinem dreizelligen Embryo (lockerer gebaut!), c, d Kern aus einer mittelgroBen und maximal 
groBen Elaiosomzelle. — Alk.-Eis., Essigkarmin. 


Andere Kerne, fiir die sich der Nachweis e. P. nur indirekt fiihren 
1aBt, sind die der Elaiosomen und Haustorien. Fiir das Elaiosom von 
Corydalis cava wurde der entsprechende Nachweis aus der Struktur- 
analyse gefiihrt (GEITLER, 1944). Die gleiche Beweisfiihrung gelingt 
auch bei Gagea lutea, einer Pflanze ganz anderer Verwandtschaft, die 
auBerdem durch die weiter unten geschilderte Variabilitét der Kern- 
strukturen von Interesse ist. 

Der Bau der Kerne in den Meristemen und den meisten Dauer- 
geweben entspricht dem der Kerne von Rhoeo, Allium u. a.: die chro- 
matische Grundstruktur bilden euchromatische Chromonemen, die den 
Kernraum einheitlich erfiillen; in dem Gewirr der Chromonemen er- 
scheinen in grofer Zahl distinkte Chromozentren (Abb.1a). Die stark 
vergriéferten Kerne im Elaiosom zeigen die Anzahl der Chromonemen 
vermehrt, ihr Querschnitt bleibt annaihernd unverindert, wihrend die 

19° 
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Chromozentren an Zahl durchschnittlich gleich bleiben, aber an Vo- 
lumen zunehmen (Abb. 1c, d); ebenso vergréfern sich die hetero- 
chromatischen Trabanten.4 Dieses Verhalten des Heterochromatins 
stimmt véllig mit dem des Heterochromatins in den unmittelbar nach- 
weisbar endopolyploiden Kernen von Rhoeo (GEITLER, 1940b) und 
enderer Objekte (LAUBER) iiberein.5 

Die Elaiosomkerne von Gagea verhalten sich also grundsatzlich 
gleich wie die von Corydalis und es gelten hier wie dort die gleichen 
Uberlegungen wie im Fall der Trichocytenkerne. Da die Struktur in den 
vergréBerten Kernen dieselbe ist wie in den gleichartig gebauten, 
durch Mitoseauslésung als polyploid nachweisbaren Kernen von Rhoeo, 
kann auch hier die entsprechende Extrapolation vorgenommen werden. 
Das Volumenverhiltnis zwischen den diploiden Ausgangskernen und 
den gré8ten, aber noch nicht deutlich durch Kernsaftvermehrung se- 
kundir aufgeblahten Elaiosomkernen betragt etwa 1: 15—40, was 16- 
oder 32-Ploidie entsprache. Auch diese Werte sind freilich nur ap- 
proximativ. Eine als Teilungsstruktur aufzufassende Strukturverande- 
rung konnte nicht aufgefunden werden; es sind ja auch die Voraus- 
setzungen hierfiir in einem Elaiosom viel ungiinstiger als in einer 
Wurzelspitze mit ihren leicht itberblickbaren Wachstumsverhaltnissen. 

Gleichartig wie die Elaiosomkerne von Gagea verhaiten sich auch 
die von Scilla bifolia. Die Struktur ist im wesentlichen euchromatisch, 
die Zahl der Chromonemen nimmt zu, ihr Querschnitt bleibt annahernd 
unverindert, die Trabanten nehmen an Volumen zu, ihre Zahl bleibt 
durchschnittlich konstant. 

Was Gagea besonders interessant macht, sind die in verschiedenen, 
und zwar in bestimmten Organen verschiedenen Kernstrukturen. Die 
auffallendste Veranderung der ,,gew6hnlichen“ Kernstruktur zeigt sich 
im Endosperm. Hier sieht man eine dem Polfeld entsprechende. mich- 
tige Ansammlung von dichtem, homogenem bzw. vakuolisiertem Chro- 
matin, das véllig den Eindruck von zusammenflieBendem, ,,schmierigen‘ 
Heterochromatin macht, wie es etwa fiir die Kerne von Agapanthus, 


4 Gagea lutea besitzt 2n = 72‘Chromosomen und ist daher fiir eine niihere 
Analyse kein giimstiges Objekt. 

5 Wenn HusKINS bei Rhoeo die Zahl der Chromozentren mit der Poly- 
ploidiestufe zunehmend findet, so ist diese unerwartete Erscheinung wohl mur 
so deuthar, daf in die endomitotische Polyploidisierung Mitosen eingeschaltet 
wurden, welche die komplexen Chromozentren zerlegen ((GEITLER, GRAFL, 
LAUBER). — Das Verhalten der Chromozentren und Trabanten der Bliiten- 
pflanzen ist in dieser Hinsicht ganz anders als das des heterochromatischen 
X-Chromosoms von Gerris lateralis: hier trennen sich die endomitotisch ent- 
standenen Abkémmlinge spontan. Bei vielen anderen Wanzen ist das Sich- 
Trennen oder Verklumpen der extrem heterochromatischen Y-Chromosomen- 
Nachkommen in endopolyploiden Kernen gewebespezifisch verschieden 
(GEITLER 1939). 
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Collinsia bicolor u. a. (HEITz, 1932) bezeichnend ist (Abb. 2 c—g).® 
Diese Chromatinmassen itberwiegen an Menge deutlich das sonst in 
den Chromozentren lokalisierte Heterochromatin der Gagea-Kerne. In 
ihm eingehiillt liegen grofe, oft zusammenflieBende und veristelte 





Abb. 2. Gagea lutea. a Kern des Suspensorhaustoriums eines 2zelligen Embryos: die den Kernraum 
gleichmaBig erfiillende Struktur ist im Bild nur links oben dargestellt; 3 Chromozentren sichtbar. 
6 ebenso, aus einem 3zelligen Embryo: die chromatische Struktur im Bild oben im Profil, unten im 
Oberflichenbild dargestellt; bei den Pfeilen drei Chromozentren. c, d Kerne aus einem jungen Endo- 
sperm: ¢ Polfeld im Profil, d von der Fliiche gesehen. — e Endospermkern in Prophase, AuBenansicht 
des Polfeldes, die tiefer liegenden Nukleolen nicht dargestelit. f, g Kerne aus einem alten Endosperm, 
im Profil- und Fliichenbild (die euchromatische Struktur in f nur teilweise, in g gar nicht dargestellt), 
Alk.-f£is., Essigkarmin. 


Nukleolen. Die euchromatischen Chromosomenteile treten dagegen stark 
zuriick. Infolge der betrachtlichen Kernsaftproduktion. die fiir Endo- 
spermkerne itiberhaupt charakteristisch ist, sind die euchromatischen 


6 Zu den Abbildungen ist zu bemerken, dab nur ein Teil der Chromatin- 
massen dargestellt wurde und die Teile, welche die Nukleolen umhiillen, im 
Oberfliéchenhild aus zeichnerischen Griinden weggelassen wurden. 
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Strukturen stark aufgelockert und schwer lebensgetreu fixierbar; sie 
erscheinen meist als mehr weniger grobe ‘'Gerinnsel zwischen ,,leeren“ 
Raéumen. ; 

Diese auffallende Kernstruktur tritt schon in ganz jungen Endo- 
spermen auf — das jiingste beobachtete Stadium war das des zwei- 
zelligen Embryos — und sie bleibt bis zur Reife erhalten. In den Alte- 
sten Stadien nehmen die Kerne merkwiirdigerweise deutlich an GréBe 
ab und die Struktur wird dementsprechend dichter (Abb. 2 f). Zum Teil 
beruht diese Erscheinung offensichtlich auf Entwiasserung; auSerdem 
miissen aber noch andere, unbekannte Ursachen mitwirken (Herab- 
regulierung der Chromosomenzahl?). In der Prophase entwickelt sich 
das Spirem zunachst aus den euchromatischen Abschnitten, wahrend 
die ,,heterochromatischen“ Klumpen oder Netze lange Zeit erhalten 
bleiben und erst allméhlich ,,abschmelzen“ (Abb. 2). In der Inter- 
phase farben sich die euchromatischen Teile kaum mit Essigkarmin; sie 
verhalten sich aber Feulgen-positiv. 

Die beschriebene, fiir das Endosperm spezifische Kernausbildung 
ist keineswegs ein Fixierungsartefakt. Das Endosperm 1aBt sich nach 
vitaler Freilegung befriedigend gut mit Alkohol-Kisessig und 2BX 
fixieren, wenn auch der Erhaltungszustand im einzelnen sicher nicht 
der allerbeste ist. 

Die Ursachen dieser unerwarteten Kernstruktur zu finden, ist nicht 
leicht. Das Endosperm ist bei Gagea pentaploid. Hierin kann die Ur- 
sache aber nicht liegen, da das ebenfalls pentaploide Endosperm von 
Fritillaria imperialis, die den gleichen Grundbauplan der Kerne wie 
Gagea lutea besitzt, die Erscheinung nicht — auch nicht andeutungs- 
weise — zeigt: die Endospermkerne behaillten vielmehr die gleiche Struk- 
tur wie in den anderen Geweben bei, abgesehen davon, daB sie, wie 
auch sonst in Endospermen, aufgelockerter sind. Eine solche Auflocke- 
rung findet sich ja auch im Endosperm von Gagea, sie erfaBt aber ge- 
rade das ,,Heterochromatin“ nicht. Der Tatbestand ist offenbar dieser. 
da exzessive Bildung von Thymonukleinsaéure, und zwar in nicht 
polymerisierter Form erfolgt (DARLINGTON). Es miissen besondere und 
intensive, gerade im Endosperm sich abspielende Stoffwechselvorginge 
sein, welche sich in dieser Struktur ausdriicken — die iibrigens eine 
bemerkenswerte Ahnlichkeit mit den Kernstrukturen zeigt, welche 
GRAFL (1940) in dem sich erwairmenden Appendix von Sauromatu:n 
guitatum, Arum maculatum und schwicher bei Alocasia macrorrhizo, 
nicht aber in dem kalt bleibenden Appendix von Amorphophallus 
Rivieri fand. 

An dem Verhalten der Endospermkeme von Gagea ist unter anderem 
besonders bemerkenswert, da sich die Kerne offenbar in einem ahn- 
lichen Milieu wie die Kerne des Embryos befinden. Tatsachlich sind 
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auch diese stark aufgelockert, die Spindein sind geraumig und die 
Chromosomen grof. Dennoch ist die Struktur der Interphasekerne i:n 
Embryo durchaus die typisch fein,,kérnige“ und die Chromozentren 
‘sind distinkt (Abb. 1b). Der Unterschied, der zwischen den Kernen 
des Embryos und den meisten beliebigen anderen — des Integuments, 
des Nuzellus, der Meristeme — besteht, liegt nur darin, daB die Chromo- 
nemen infolge stirkerer Kernsaftbildung lockerer liegen und bei nicht 
tadelloser Fixierung zu Anastomosen neigen, wodurch das bekannte 
netzige Aussehen zustande kommt. 

Wie die Endospermkerne besitzt auch der Kern des Suspensor- 
haustoriums eine besondere, allerdings wieder andersartige Struktur 
(Abb. 2a, b). Im Gegensatz zu den Endospermkernen zeigt der Sus- 
pensorkern eine gleichmafige Struktur, die, wie im Fall ,,typischer“ 
Kerne, den Kernraum einheitlich erfiillt und keine Scheidung in hetero- 
chromatinartige und euchromatische Abschnitte aufweist. Im Gegen- 
satz zu den typischen Kernen sind die Grundelemente aber nicht 
Chromonemen von der gewohnten Feinheit, sondern relativ dicke, un- 
regelma8ig gewundene, stellenweise anastomisierende und offenbar 
leicht ,,schmierige“ (sticky) Strange, zwischen denen sich die Chromo- 
zentren nur schwer erkennen lassen. Man wire fast versucht, in diesem 
Fall an eine Art polyténer Struktur zu denken, d. h. anzunehmen, da8 
die Chromosomen in ihrer Gesamtheit bis zu einem gewissen Grad 
,heterochromatisch* wurden und daf daher die endomitotischen 
Tochterchromosomen mehr oder weniger verklumpt bleiben. Da& der 
Kern iiberhaupt polyploid ist — was auch in Analogie zu dem aller- 
dings ganz anders gebauten Kern im Suspensorhaustorium von Lupinus 
anzunehmen ist (GEITLER, 1941) —, ist wohl nicht zu bezweifeln. Im 
iibrigen schwankt bei Gagea die Struktur des Haustorialkerns zwischen 
distinkter Strangbildung (Abb. 2a) und netzig-schwammiger Ausbil- 
dung (Abb. 2b). 

Ein abschlieBendes Urteil itber die feinere Struktur des Haustorial- 
kerns lat sich allerdings noch nicht fallen, da gerade bei diesem Kern 
eine zufriedenstellende Fixierung zu erzielen kaum méglich ist; die 
obigen Mitteilungen besitzen daher nur provisorischen Charakter. 
Sicher ist aber, da8 seine Struktur sowohl von der der Endospermkerne 
wie von der der ,,typischen“ Kerne deutlich abweicht; und dies, obwohl 
der Haustorialkern im Stadium des aweizelligen Embryos ein 
Schwesterkern des anderen Embryokerns ist, welcher typischen Bau 
besitzt. Die Bauunterschiede gehen hier, offenbar im Zusammenhang 
mit der einsetzenden Polyploidisierung und einem bestimmten ein- 
seitig gesteigerten Stoffwechsel wesentlich weiter als etwa im Fall des 
generativen und vegetativen Kerns im Pollenkorn, deren Unterschiede 
sich als quantitativer Natur auffassen lassen (GEITLER, 1935). DaB die 
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Endopolyploidie allein nicht die Ursache der Struktureigentiimlich- 
keiten des Haustorialkerns sein kann. ergibt sich zwingend daraus, daB 
die Elaiosomkerne nicht so gebaut sind. Auch die bloBe Tatsache des 
Zunehmens der Protoplasmamasse und die Produktion von Proteinen, 
die ja auch in den Elaiosomzellen erfolgt, kann als Ursache nicht in 
Frage kommen. 

Die Variabilitét der Kernstrukturen von Gagea lutea steht vor- 
laufig im Pflanzenreich ohne Analogie da. Am ehesten lassen sich ihr 
an die Seite stellen die gewebespezifischen Kernstrukturen bei Tieren 
(GEITLER, BariGozzi), deren Erforschung freiJich noch in den ersten 
Anfangen steht. 


Zusammenfassung. 


Die Kerne der Trichocyten von Hydrocharis morsus-ranae sind wie 
die von Trianea als endomitotisch polyploidisiert anzusprechen. Dies 
folgt aus der Strukturanalyse und aus Analogieschliissen, und ergibt 
sich klar aus dem Vergleich mit endopolyploiden Kernen derselben 
Pflanze und anderer Pflanzen, welche Mitosen eingehen. Im Fall der 
Trichocytenkerne selbst gelang es nicht, mit der Methode von Huskins 
Mitosen auszulésen. 

Die Trichocytenkerne von Elodea densa, Valisneria spiralis und 
Stratiotes aloides verhalten sich offenbar gleich wie die von Hydro- 
charis. 

‘Dies gilt auch fiir die Kerne im Elaiosom von Gagea lutea und 
Scilla bifolia sowie fiir die Kerne des ietacianlaita ite von 
Gagea lutea. 

Die Struktur der Ruhekerne von Gagea lutea ist im Endosperm und 
andersartig im Suspensorhaustorium auffallend und spezifisch ver- 
schieden von der in anderen Geweben, wie der Meristeme, des Elaiosoms, 
des Nuzellus, der Karpelle. 
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A CYTOCHEMICAL STUDY OF THE FEULGEN NUCLEAL 
REACTION.1 


By 
HENRY SAVERIO DI STEFANO.2 


With 13 figures in the text. 
1. Introduction. 


Cytological chemistry requires the development of techniques for the 
localization and quantitative estimation of formed elements in the indi- 
vidual cell in a cytological preparation. In his very useful book, Histo- 
chimie Animale, Lison (1936) described a number of cytological me- 
thods for qualitative identification of chemical components in cellular 
structures. From his critical comments it appeared that, with a few 
exceptions, these techniques are not reliable and of little value uniess 
checked by other means; a conclusion which probably coincided with 
the views of most cytologists at the time Lison’s book was written. The 
tendency today ‘however, is reversed; there is growing interest and con- 
fidence in cytological techniques that are actually chemical tests, and it 
is becoming increasingly apparent that in a large part the immediate 
future of cytology is dependent upon the development and application of 
these newer methods to the old problems (see SCHRADER, 1948). 

FEULGEN’s nucleal reaction for the sugar of thymus nucleic acid has 

‘been generally considered an exceptionally reliable cytochemical tool 
(see STOWELL, 1945). The cytological method was developed by FEULGEN 
and ROsSENBECK (1924), as an application of the former's discovery 
that the product of mild acid hydrolysis of thymus nucleic acid gives a 
positive Scuirr test for aldehydes (general property of aldehydes to 
regenerate the color of fuchsin-sulfurous acid). The chemical basis for 


1 Submitted in partial fulfillment of the requirements for the degree of 
Doctor of Philosophy in the Faculty of Pure Science. 

2 Present address: Department of Anatomy, College of Medicine, Syracuse 
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the breaking of only the purine-sugar bond as the result of mild acid 
hydrolysis comes from the old discovery of OsBoRNE and Hey (1908), 
that treatment of nucleic acid with a 2%/o solution of H,SO, removed 
specificaHy and quantitatively the purine bases, while the pyrimidine- 
sugar linkage was broken only after'very drastic acid hydrolysis with 
20°/o H,SO, at 150° C. (the pyrimidine bases likewise were quantitatively 
recovered). Thus, the accepted view of the FEULGEN reaction is that it 
involves two separate and distinct steps: first, the splitting off of the 
purine bases by means of mild acid hydrolysis, thereby liberating 
aldehyde groups in the sugar component, wherein lies the specificity of 
the reaction; and second, a chemical reaction between the aldehyde 
groups and the ScuirF reagent, which results in the synthesis of anew 
dye compound. The results of STACEY et al (1946) suggest that the 

sugar may become similar to w-hydroxy laevulinic aldehyde. 

Since thymus nucleic acid normally occurs only in chromatin, the 
reaction was of great interest to nuclear cytologists, and not long after 
the publication of the FEULGEN and ROSSENBECK paper the method had 
become widely adopted (see MiLovipov, 1938, who lists over 400 refer- 
ences). It has been used very generally by cytologists as a specific test 
for desoxypentose nucleic acid; a positive FEULGEN reaction has been 
accepted as evidence of its presence; and a negative reaction as evidence 
that desoxypentose nucleic acid is absent. Furthermore. a quantitative 
significance is often tacitly assumed by the conclusion that “strong” and 
“weak” nucleal reactions actually measure considerable differences in 
concentrations of thymus nucleic acid. STOWELL (1947) has measured 
the color photometrically and inferred quantitative differences in nucleic 
acid of tumor cells. 

Some of these concepts of the cytochemical significance of the 
FEULGEN reaction were subjected to critical examination in a series of 
experiments by BAUER (1932 and 1933). It was of course evident that 
the ScuiFrF aldehyde reaction itself was not specific for desoxypentose: 
in typical cytological. preparations, a restoration of the fuchsin color 
can be caused by a number of quite different substances, such as some 
polysaccharides (after oxidation) and lipids, a reaciion which BAUER 
called “plasmal” because of the fact that it occurs most often in the 
cytoplasm of the cell. The plasmal ScuirF reaction differs sharply from 
the nucleal in that in the former the color is developed without any 
prior hydrolysis. Hence, the nucleal reaction is specific for desoxypen- 
tose nucleic acid only when it has been shown that an unhydrolyzed 
slide, the control, shows no color, BAUER (1932) also studied the re- 
lations of fixation and length of hydrolysis to the intensity of the 
reaction color, and found that the color increases as the hydrolysis is 
prolonged, until a maximum is reached; beyond this optimal point, 
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the hydrolysis leads to slides with less color. This last point later 
became the object of a special in vitro study by H1LLary (1939) whose 
results indicated that during the overhydrolysis the nucleic acid was 
converted into a more soluble form. More recently, the STEDMANS 
(1947), noting as did HiLiary, that the in vitro prepared fuchsin-nucleic 
acid compound becomes soluble, have vigorously attacked the concept 
that a FEULGEN color is evidence of the presence of desoxypentose 
nucleic acid in the chromosomes. They ‘believe that the FEULGEN color 
in chromosomes is due to the fact that the “chromosomin” protein is 
stained by this diffusible fuchsin-nucleic acid compound. This unique 
view ignores HILLARY’s experiments with agar blocks saturated with 
nucleic acid. When these were subjected to the FEULGEN procedure a 
color maximum was developed entirely within the blocks after optimal 
hydrolysis. Only with overhydrolysis was there color developed in the 
hydrolyzing medium, and this color could be accounted for by a com- 
parable decrease in color of the agar blocks. 

From the above, it should be clear that, considered as a means of 
localizing and estimating desoxypentose nucleic acid in cells, there are 
yet some unanswered questions about the FEULGEN reaction. Most of 
these difficulties revolve around the vagueness of our information about 
just what the hydrolysis does to the components of the nucleus. It 
appears likely that at least two processes are concerned: one that splits 
off purines, and a second that probably results in coverting the in- 
soluble reacting substance into a diffusible product. Are these two 
processes both going on from the very beginning of hydrolysis? Is the 
second sequential to the first? These questions might be answered if 
one were able to follow the nucleic acid quantitatively, troughout 
hydrolysis of a cytological preparation. As a result of recently de- 
veloped methods (POLLISTER and Ris, 1947) it has now become possible 
thus to reexamine the FEULGEN reaction to follow in the individual 
nuclei, the purine and pyrimidine bases, the sugar, and the phosphoric 
acid as the tissue is subjected to the typical FEULGEN cytological proce- 
dure. The present paper? reports the results of such an analysis. From 
this study is derived a clearer understanding of the course of events 
throughout the FEULGEN procedure, and it becomes possible to speak 
with some degree of assurance about the specificity of the reaction and 
of the possibilities of its quantitative application. Some of these results 
have been briefly reported elsewhere (D1 STEFANO, 1948). 


* T wish to express my sincere appreciation to Professor ARTHUR W. 
PoLLISTER for suggesting this problem, for his guidance and criticism 
throughout the course of the work, and for his help in the preparation of this 
manuscript. I wish also to thank Professor FRANZ SCHRADER and Dr. SALLY 
HUGHES SCHRADER for their helpful criticism of this manuscript. 
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2. Materials and Cytological Methods. 


Cartilage cells from the head region of Rana pipiens tadpo!s (total 
length, approximately 60 mm) were selected as especially su.iable for 
these measurements since in these cells the nuclei are nearly perfect 
spheres and the cytoplasm contains little ultra-violet absorbing material. 

For study of the effects of duration of hydrolysis on the development 
of the FEULGEN nucleal color, two fixatives were used, CARNOY’s acetic 
alcohol (1:3) which according to BAUER (1932) would give a sharp- 
peaked curve with a restricted moment of optimal hydrolysis, and 
FLEMMING’s fluid which, as far as the maximum color production is 
concerned, would be expected to give a longer period of optimal hydro- 
lysis during which there is no change in color production. Fixation of 
nuclei in CARNoy’s fluid has the added advantage that the nucleic acid 
and protein fractions can be removed selectively. 

These nuclei were found to be about seven microns in diameter. In 
order to insure the presence of whole nuclei in the tissue slices, the 
cartilage was sectioned at ten microns. 

The ultra-violet, FEULGEN, and methyl green studies of CARNOY 
fixed material were all made from a single block of tissue. 

For the measurement of the ultra-violet absorption, the 2537 A line 
was isolated by means of a ZeE1ss double prism monochromator, from 
an AH 4 lamp from which the glass envelope had been removed. A 
Photovolt photometer with an electron multiplier tube was used for 
measuring the ultra-violet absorption of nuclei. For measuring the 
FEULGEN dye intensity, a Wratten 62 filter with a maximum trans- 
mission of 16°/o at 535 millimicrons was used to isolate the desired 
light from a tungsten lamp, while the transmission values of the nuclei 
were measured by means of the standard phototube search unit of the 
Photovoli photometer. For methyl green absorption, a FARRAND inter- 
ference filter, having a maximum transmission of 14°/o at 625 milli- 
microns, was used to isolate the desired spectral region from a tungsten 
lamp, and the Photovolt D search unit was used to measure the nuclear 
transmission. Light from an AH 4 lamp, transmitted through a Corning 
filter (5840) with a transmission peak at 3650 A was used to determine 
the absorption of the nuclei due to the tyrosine-tryptophane mercurials. 


3. Observations. 


Throughout this series of experiments only whole nuclei were 
measured, and correction was made for the non-specific light loss as 
determined in appropriate blanks. 

Since the sections were cut at ten microns, and the nuclei are about 
seven microns, a correction for the cytoplasmic absorption in both the 
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test and blank nuclei, although small, was also applied to each set of 
measurements. This was accomplished as follows: (1) a mean cyto- 
plasmic extinction near the nucleus, for an area equal to that of the 
nucleus, was determined, (2) from this, knowing the approximative 
thickness of the section and the mean thickness of the nucleus, the cyto- 
plasmic extinction caused by the volume of cytoplasm above and below 
the nucleus was calculated by simple proportion, and (3) this calculated 
extinction value was subtracted from the mean extinction of the nucleus, 
resulting in a measure of the nuclear extinction alone. 


a) Regenerated Fuchsin. Absorption. 


The effect of hydrolysis on the intensity of the FEULGEN reaction 
was followed by measuring the amount of dye produced by the reaction. 
For this, the hydrolysis (carried out in an incubator) and color de- 
velopment were performed in the manner described by STOWELL (1945), 
with one change; instead of treating the sections with cold 1N HCl 
before the hydrolysis with this same acid concentration at 60°C., the 
sections were first treated with distilled water at 62° C. for two minutes 
to prevent the lowering of the hydrolysis temperature by the intro- 
duction of a cold slide. 

The blank used in measuring the amount of nonspecific light loss 
for this procedure was a slide which was treated in the same manner as 
the colored test, but while the latter was in the ScuiFF reagent, the blank | 
was kept in a jar of suifurous acid which contained no fuchsin. 

The basic fuchsin used in preparing the ScHIFF reagent was a Na- 
tional Aniline dye (C. I., No. 677, Certification No. NF 47, dye content 
97°/o). 


Table 1. Dye intensity of the FEULGEN reaction after various 
times of hydrolysis of cartilage nuclei fixed in Carnoy’s fluid. 








Hydrolysis in min. No. of nuclei H+ 38 

2 10 0.117 + 0,002 
4 10 0.164 + 0,004 
6 10 ' 0,236 + 0,004 
7 Ja 0,257 + 0,006 
8 10 0,276 + 0,005 
10 0,284 + 0,008 
10 10 0,282 + 0,004 
12 10 0,309 + 0,004 
14 10 0,291 + 0,002 
16 10 0.273 + 0,005 
18 10 0,243 + 0,004 
22 10 0,056 + 0,002 
0,030 + 0.002 
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The results obtained by photometric determinations of the effect 
of hydrolysis on the intensity of stain produced by the FEULGEN reaction 
in tissues fixed with CARNOyY’s fluid are represented in Table 1. Since 
both the unhydrolyzed control and the blank showed no measurable 
absorption, no corrections were necessary for color developed in un- 
hydrolyzed tissues. In all cases examined, no cytoplasmic correction 
was necessary because the extinction value determined for the cytoplasm 
was found to be 0,000. 

A statistical analysis, using 
the Student “‘t” test for paired 0.300 4 v siaaae 
comparisons (5°/o level of 
significance) showed that all 





the points measured, with the ae q 
exception of 8,9,and10minutes’ 2 
hydrolysis were significantly %.100 4 


different from one another. 
The curve based on these 

figures may. he: seen in fig. 1. Se ae 

It is noticed in agreement 


with a similar curve for this Fig. 1. Absorption measurements of cartilage nuclei 
f : b of Rana pipiens tadpoles showing the relationship bet- 
ty pe 0 fixation found y. ween the FEULGEN reaction and duration of hy- 


BavER (1932), that a rather ary es po gael oe oes ap 
sharp-peaked curve results, 
with a maximum color developed after 12 minutes’ hydrolysis. A-photo- 
graphic representation of points on this curve (Plate I, figs. 1—3) 
clearly demonstrates the increase in dye concentration up to 12 minutes’ 
hydrolysis followed by.the characteristic post-optimal decrease. 

The amount of staining produced with varying hydrolysis of tissue 
fixed in FLEMMING’s fluid is represented in Table 2. When staining 








——_ 
60 


Table 2. Dye intensity of the FEULGEN reaction after various 
times of hydrolysis of FLemmine fixed cartilage cell nuclei. 

















Hydrolysis in min. No. of nuclei Cytoplasm correction E ok 8H 
10 10 0,012 0,218 + 0,003 
20 10 0,009 0,302 + 0,005 
30 10 0,008 0,306 + 0,005 
40 7 0,009 0,297 + 0,004 
50 5 0,009 0,302 + 0,002 
60 5 0,009 0,275 + 0,004 


tissue fixed in this manner, some color is developed in the cytoplasm of 
the cell, probably due to a plasmal reaction of the lipid component of 
the cell. Therefore, it was necessary to subtract that extinction due to the 
volume of cytoplasm above and below the nucleus, from each of the 
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points measured. For the same reason, the color developed in the 
unhydrolyzed control must be subtracted from each point. This value, 
after correction for the cytoplasmic extinction of 0,014, was calculated 
to be 0,073 + 0,003. Since the absorption of the blanks is very small, 
with no change between the absorption in the control and at optimal 
hydrolysis, it was not necessary to take this value into consideration. 

Statistical analysis showed no significant differences between the 
values determined at 20 and 50 minutes’ hydrolysis, and the curve 
based on these figures may be seen in fig. 1. This agrees quite well 
with the effects of hydrolysis on the amount of color produced as found 
by BAvER (1932) for this fixative. It is seen that the maximum color is 
produced after about 20 minutes’ hydrolysis, is maintained without any 
significant difference until about 50 minutes’ hydrolysis resulting in a 
curve with a characteristic long plateau, and that this maximum is not 
significantly different from that after CARNoy fixation. 


b) Ultra-Violet Absorption. 


The change in amount of purine and pyrimidine bases was followed 
by measuring the ultra-violet absorption of nuclei at different stages 
of hydrolysis. The blank, or measure of the non-specific light loss 
(absorption not due to nucleic acid) was prepared by treating the 
sections with a hot 10°/o aqueous solution of trichloroaetic acid 
(90° C.) for 10 minutes, which is known to remove all the nucleic acid 
(see SCHNEIDER, 1945). When this measured value is subtracted from 
the extinction of the test nuclei, the result is the extinction due only to 
the nucleic acid (POLLISTER and Ris, 1947). 


Table 3. Changes in ultra-violet absorption of cartilage cell 
nuclei fixed with Carnoy’s fluid, after various times of hydro- 








lysis. 
Hydrolysis in min. No. of nuclei {Cytoplasm correction Ets; 

0 25 0,058 0,140 + 0,002 
4 15 0,029 0,117 + 0,003 

8 15 0,027 0,095 + 0,002 
ee | Ro 0,025 0,070 + 0,002 
16 15 0,023 0,047 + 0,003 
20 15 0,024 0,021 +- 0,003 
24 15 0,023 0,000 











The effects of hydrolysis on the ultra-violet absorption as determined 
photometrically are represented in Table 3. In each case, a correction 
was made for the absorption of ultra-violet light by the cytoplasm 
overlying and underlying the nucleus. This was applied to the mean 
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extinction value for the point being measured, before the extinction due 
to the non-specific light loss, as determined from the blank, was 
considered. The latter, after correcting for its cytoplasmic extinction 
of 0,024, wascalculated to be 0,135 + 0,003. 
Statistical analysis showed all points 
measured to be significantly different 
from one another, and a comparison of 
the blank and the test after 24 minutes’ 
hydrolysis showed no significant dif- 
ference. The curve plotted from these * 
figures is seen in fig. 2, and it may be a 
observed that there is a progressive loss 
of ultra-violet absorption with increasing 
time of hydrolysis. This is quite evident 
in the photomicrographs of cell nuclei, a ae oe 
unhydrolyzed, after optimal hydrolysis, ck was tear 


0.150 + 


0.100 4 


EXTINCTION 
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Fig. 2. Ultra-violet absorption measure- 


and after prolonged hydrolysis for 24 mi- 
nutes, photographed at the same wave- 
length used throughout all ultra-violet 
measurements (see Plate I, figs. 4—6). 


ments of cartilage nuciei of Rana pipiens 

tadpoles, fixed in CARNOY’s fluid, show- 

ing the relationship between the purine 

and pyrimidine content of the nucleus 
and duration of hydrolysis. 


c) Methyl Green Absorption. 


After different periods of hydrolysis, performed in the manner 
described above, the fate of the phosphoric acid groups of the nucleic 
acid was traced by determining the capacity of the nuclei for binding 
a basic dye, methyl green (syn. ethyl green). The tissues were first 
overstained with a 1°/o solution of methyl green (aqueous), followed by 
prolonged washing (overnight) in absolute isopropyl alcohol, which 
will remove the dye not chemically combined (MICHAELIS, 1947). 

The blank was prepared by first removing the nucleic acids with 
hot trichloroacetic acid, as in the experiments with ultra-violet absorp- 
tion, and then treating the sections exactly as in the tests; therefore, any 
staining after this treatment could not be attributed to nucleic acid. 

The methyl green used in these experiments is a National Aniline 
dye (C. I. No. 685, Certification No. NG 25, dye content 93°/o). 

The relationship between the time of hydrolysis and the amount of 
basic dye combined in nuclei is represented in Table 4. Cells stained in 
this manner were found to contain some of the dye combined in the 
cytoplasm so that, as in the measurements of ultra-violet absorption 
and of FEULGEN absorption after FLEMMING fixation, the amount of 
absorbing material above and below the nucleus must be corrected for, 
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Table 4. Effects of hydrolysis time on methyl green staining 
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Fig. 3. Absorption measurements of 
cartilage nuclei of Rana pipiens, fixed 
in CARNOY’s fluid, showing the rela- 
tionship between duration of hydro- 
lysis and the amount of methyl green 


bound by the nuclei. 


‘of Carnoy fixed cartilage nuclei. 
Hydrolysis in. min. No. of nuclei [Cytoplasm correction] E+ 8% 
0 5 0,047 0,422 + 0,005 
12 5 0,051 0,414 + 0,005 
16 5 0,037 0,197 + 0,005 
20 5 0,030 0,071 + 0,003 
24 5 0,026 0,010 + 0,004 








before the extinction of the blank couid be subtracted. The latter, after 
correcting for a cytoplasmic extinction of 0,019, was computed to be 
0,099 + 0,007. 

Statistical analysis showed no significant differences between the 
extinction value of the unhydrolyzed nuclei, and that after 12 minutes’ 
hydrolysis. All other points proved to be significantly different from 


one another. A comparison of the blank 
and of a slide hydrolyzed for 24 minutes 
did not show a significant difference. The 
curve based on the results is seen im fig. 3. 
No change in dye concentration may be 
observed up to 12 minutes’ hydrolysis, 
followed by a rapid decrease beyond this 
time. A pictorial representation of these 
changes may be followed from photo- 
micrographs of nuclei from the same pre- 
parations used in the photometric de- 
terminations (Plate I, figs. 7—9), where it 
may be seen that only after 12: minutes’ 
hydrolysis is‘ there any change in the dye 
binding capacity of these nuclei: 


d) Protein Absorption. 


The effect of hydrolysis on the total protein of the nucleus was 
followed by measuring the absorption of the color resulting from the 
trichloroacetic acid-Millon reaction for total proteins, described by 
POLLISTER and Ris (1947), after various periods of hydrolysis, carried 
out as before. 

For each hydrolysis, the non-specific light loss, or blank, was 
determined by interrupting the course of the reaction just before the 
addition of the reagent which develops the color, and measuring its 
absorption at the wavelength used in determining the absorption of the 
test nuclei. 
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The results obtained from this series of experiments are represented 
in Table 5. For each point it was necessary to correct for the cyto- 


Table 5. Intensity of the Mriton reaction for total proteins, 
performed on cartilage cell nuclei fixed in Carnoy’s fluid, 
after different periods of hydrolysis. 











“in min, | %o- of mucli | ‘Crrection | correction Etsy 
0 10 0,023 0,052 0,098 + 0,002 
12 10 0,020 0,047 0,097 + 0,002 
16 10 0,019 0,039 0,087 + 0,002 
20 10 0,017 0,037 0,078 + 0,002 
24 10 0,017 0,035 0,074 + 0,003 











plasmic extinction, and for the extinction resulting from the non-specific 
light loss (the cytoplasmic extinction of the blank was found to be 
negligible). 

Statistical analysis as before, showed 
no significant difference between un- = aao- 
hydrolyzed nuclei and ones hydrolyzed 
for 12 minutes. All other points, with ex- 
ception of the comparison of the extinct- 
ions after 20 and 24 minutes’ hydrolysis 
proved to be significantly different. The 
curve based on these results is seen in 
fig. 4, and the striking similarity in shape 
and time of events to the curve for basic 
staining with methyl green (fig. 3) is 
pointed out. 4 8 2 6 2 a 

In order to ascertain which nucleo- HYDROLYSIS IN MINUTES 
protein fraction, histone or nonhistone, Fgh gh ag Eg 
was affected by hydrolysis, after removal nuclei of Rana pipiens, fixed in 
of nucleic acids by the hot trichloraocetic pray toihieray yr ay ie. 
acid treatment, a standard sulfuric acid- produced by the trichloroacetic acid 
Millon reaction was performed for com- “0% Teaitan, Sus duration of 
parison with the total protein determinat- 
ions. This has been shown by Mirsky and POLLISTER (1946) to dissolve 
nucleohistones. After subtracting the extinction of the cytoplasm above 
and below the nucleus (0,012), and the extinction of the blank (0,023), 
the extinction value of nuclei treated in this manner was found to be 
0,070 + 0,003. Comparison of this value with that obtained after 
24 minutes’ hydrolysis for the total protein of the nucleus failed to show 


any significant difference. 
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4. Discussion. 


a) The FEULGEN Reaction. 


Any interpretation of cytochemical observations on the nucleus can 
now be made with a background of knowledge of the general chemical 
composition of chromatin. There is sometimes a small content of 
lipoid (STONEBURG, 1939) in the nucleus, but the chromatin is mainly 
nucleoproteins. Long ago, by direct analysis MIESCHER and KossEL 
showed this for certain nuclei, such as those of avian erythrocytes and 
thymus lymphocytes. From the basophilia of chromatin it could be 
inferred that nucleic acid was present in all nuclei. This was supported 
by the later evidence that chromatin universally gave a positive 
FEULGEN reaction; while still later, CASPERSSON (1936) showed that 
the ultra-violet absorption curve typical of nucleic acid is a feature of 
a wide variety of nuclei. In the past few years Mirsky and his collabo- 
rators have made direct analyses of nuclei and chromosomes from a 
wide variety of sources. From their results has emerged a clear picture 
of the general scheme of nucleoprotein composition of chromatin. There 
are four major fractions; (1) desoxypentose nucleic acid, (2) basic 
protein of the histone (or protamine) type, (3) pentose nucleic acid, and 
(4) non-histone protein. In most nuclei (excepting liver and other. 
actively metabolic glandular tissue) the histone and desoxypentose 
nucleic acid-make up over 90°/o of the total fat-free dry weight of the 
chromosomes. The present study may be assumed to deal then, with 
the effects of mild acid hydrolysis, the Scnirr reaction, and basic dye 
staining on a mass of chromatin, which contains a great deal of histone 
and desoxypentose nucleic acid and considerably less non-histone 
protein and pentose nucleic acid. 

Since we are mainly concerned with desoxypentose nucleic acid it 
is well at this point to consider something of its chemistry (see 
GULLAND, 1947, for references). It is a large molecule, a straight chain 
polynucleotide with hundreds or thousands of nucleotide residues. 
These are probably joined together mainly by diester linkages, each 
trivalent orthophosphoric acid being linked to the sugars of two 
adjacent nucleotides. Thus there iis left one dissociabie primary ortho 
phosphoric acid group for each nucleotide of nucleic acid. The nucleo- 
tides are of four different types with respect to the heterocyclic bases; 
two purines, adenine and guanine, and two pyrimidines, cytosine and 
thymine. Mirsky and PoLLisTER (1946) have reported that in all acids 
examined by the Dische diphenylamine reaction, the purines and 
pyrimidines are in equal amounts. GULLAND (1947), however, believes 
that his titration data indicate that there may be a slight excess of 
pyrimidines. 
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The in vitro effect of mild acid hydrolysis on the nucleic acid 
molecule is well known. It removes specifically the guanine and adenine 
radicals, forming a product called “thymic acid”. Hydrolysis also 
markedly degrades or depolymerizes, the thymic acid molecule which 
contains all the pyrimidines of the original nucleic acid and none of the 
purines. GULLAND (1947) has recently estimated that on the average 
the degraded thymic acid contains five nucleotides, and that its average 
molecular weight is about 1200. Thus, both of the products of mild acid 
hydrolysis of the nucleic acid, the purines and the degraded thymic acid, 
are small, freely diffusible molecules. 

The processes of loss of purines (or what may be conveniently called 
depurination) from nucleic acid and of depolymerization of thymic acid 
have not been clearly separated in vitro. The relation of these effects 
of hydrolysis to the FEULGEN cytological technique is obvious. The 
depurination is believed to be an essential preliminary to the process 
which results in aldehyde groups on the desoxypentose, giving the 
positive ScuirF color reaction. The intensity of this color then should 
never exceed that to be excepted from desoxypentose aldehyde available 
from splitting off of all the purine (which equals one half of the total 
base content of the nucleic acid). The degradation of the nucleic acid 
to thymic acid, on mild acid hydrolysis, should result in the diffusion 
of the latter from the nucleus, or in other words to the loss from the 
nucleus of all the pyrimidines, desoxypentose and orthophosphoric acid 
of the original nucleic acid. This would of course be indicated by a less 
intense nucleal color. The results of BAUER’s (1932) study of different 
fixing fluids suggest that in the FEULGEN cytological procedure, the 
F'LEMMING fixation process may effect at least a partial separation of 
depurination and depolymerization; for the decrease in color first begins 
when the hydrolysis has been prolonged far beyond the time necessary 
for maximum color development. 

In the present study, the discoveries of BAUER (1932) concerning the 
effect of hydrolysis on nucleal color have been fully substantiated. In 
the early part of hydrolysis the intensity of color increases with time, 
to a maximum. With longer acid treatment there is sooner (CARNOY) 
or later (FLEMMING) a decrease of the capacity of the nuclear material 
to regenerate the fuchsin color. With CarNoy’s fluid this finally leads 
to a nearly FEULGEN negative nucleus. 

In addition, in the CARNoy material, the amount of ultra-violet 
absorbing bases and dye-binding phosphoric acid have been separately 
followed during the progress of hydrolysis, and thus, both the depurina- 
tion and the loss of thymic acid can be compared with the intensity of 
the nucleal color. It is evident at once that the events prior to optimal 
hydrolysis time which give optimal FEULGEN color are very different 
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from those taking-place after maximum color development. The hydro- 
lysis up to twelve minutes is accompanied by progressive loss of the 
bases from the nucleus and no other change. This is presumably 
depurination. From the actual] ultra-violet extinction values one 
can determine what proportion of the absorbing bases has been lost 
during this time. The mean extinction at twelve minutes was 0,070, one 
half the original value of 0,140. Since purines constitute one half of the 
total base content, and pyrimidines cannot be detached from the sugar 
by this mild hydrolysis, it appears that after twelve minutes’ hydrolysis 
depurination has been completed. From this it may be further concluded 
that probably no thymic acid has been removed from the nucleus, since 
any such process would have resulted in reduction of the ultra-violet 
extinction to less than one half the original value. That there has indeed 
been no loss of thymic acid from the nucleus up to twelve minutes’ 
hydrolysis time is further substantiated by the measurement of the dye 
binding capacity of the phosphoric acid. The nucleus which has been 
hydrolyzed for twelve minutes binds just as much methyl] green as does 
the unhydrolyzed nucleus. 

In short, the evidence indicates that the first twelve minutes of 
hydrolysis of CaRNoy-fixed cartilage nuclei, so changes the desoxy- 
pentose nucleic acid, that it is then capable of giving the maximal ScHIFF 
reaction possible for that amount of nucleic acid. The data are consistent 
with the view that all the purines have been removed, and that none 
of the remaining thymic acid has been lost from the nucleus.‘ 


b) Effect of Post-optimal Hydrolysis. 


Previous work of BAvER (1932) and of Hi~iary (1939), fully 
confirmed by the nucleal intensity curves in the present study, shows 
that eventually the hydrolysis leads to partial or complete removal of 
thymic acid from the nucleus. As the results just discussed show, this 
does rt take place to any appreciable extent until after the depurination 





4 It should be emphasized that this relationship is demonstrated only for 
the optimal hydrolysis which is the end-point of the reaction. This is the 
FEULGEN reaction as applied by the standard cytological method. The data 
show that, with suboptimal action of hydrochloric acid, the FEULGEN reaction 
is not at all times exactly correlated to the amount of reduction of ultra 
violet absorption, the intensity of the FEULGEN reaction being somewhat 
ahead of expectation from the corresponding ultra-violet extinction value. 
Part of this discrepancy may be due to the difficulty of measuring the 
smaller absorption differences with the ultra-violet; for the highest extinc- 
tion is less than one-half that of the maximum of the FEULGEN dye. This will 

‘probably not explain all the discrepancy. It is not wholly improbable to 

suggest that in order for purines to be released from the nucleus it is 

necessary to break not only the well-known linkage to the sugar, but also 
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has been completed. Any loss of the components of the thymic acid 
remnant of the nucleic acid must lead to reduction of ultra-violet absorp- 
tion (presumably pyrimidine loss), of intensity of nucleal reaction 
(desoxypentose loss), and of the capacity for binding basic dye (loss 
of phosphoric acid). The descending right slopes of these curves give a 
picture of this loss of thymic acid during post-optimal hydrolysis. At 
the end of twentyfour minutes’ hydrolysis all three components of 
thymic acid have been reduced practically to zero. 

It is clear that, although the hydrolytic depurination and thymic acid 
degradation do not seem clearly separable in vitro, under the conditions 
of preparation of a cytological slide by the FEULGEN nucleal reaction 
these two are, in effect, distinct. Depurination is completed before loss 
of thymic acid begins. There are two possible explanations for this 
behavior of nucleic acid in the nucleus. Either the thymic acid resists 
degradation, or it is linked to some other component in the nucleus 
(e. g. the protein) so that it is not free to diffuse away. In the latter case, 
the eventual loss of thymic acid would be due either to breakage of the 
nucleic acid protein linkage, or to the simultaneous loss of both protein 
and nucleic acid. The results of study of the effect of hydrolysis on. the 
protein content of the nucleus show clearly that the reduction of thymic 
acid during post-optimal hydrolysis is accompanied by progressive loss 
of histone. When thymic acid has been completely removed, the nucleus 
no longer contains any histone. There is a further indication that 
histone-thymic acid linkage may be an important factor in holding the 
thymic acid in the nucleus. It has been noted by PoOLLISTER (personal 
communication) that when precipitated nucleohistone chromosin fibres 
are fixed in chromic acid, the histone can no longer be detached by the 
usual sulfuric acid-divalent mercury reagent. After fixation in fluids like 
acetic alcohol however, the nucleohistone linkage is much less strong. 
These in vitro results are an interesting parallel with the difference in 
course of the nucleal reaction according to whether the nuclei have been 
fixed in FLEMMING’s fluid (containing chromic acid) or CARNOy’s acetic 
alcohol. The correlation of thymic acid loss with histone decrease is 
especially interesting in view of the fact that it is the histone with which 
desoxyribose nucleic acid seems to be most closely associated in the 
nucleus (see Mirsky and Ris, 1947) forming together the “chromosin” 
fraction which is removable by strong sodium chloride. 


some additional unknown linkages to other components of the chromatin 
chemical complex. Of course these considerations do not affect the main 
conclusions: that the only change up to optimal hydrolysis has been loss of 
base content, that loss of thymic acid is the characteristic effect of post- 
optimal hydrolysis, and that the intensity of the FEULGEN reaction at optimal 
hydrolysis can be used for calculation of desoxypentose nucleic acid content. 
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. ¢) Quantitative Considerations. 


The relative changes in ultra-violet absorption, nucleal color, and 
basic staining give a clear indication of the effect of hydrolysis on each 
of the three components of the nucleic acid molecule—the heterocyclic 
bases, the desoxypentose, and phosphoric acid. Of these three in- 
dependent methods of determining nucleic acid, one, the ultra-violet 
absorption, has been shown by POLLISTER and Ris (1947) to be valid 
as a means of estimating absolute amounts of nucleic acid in the 
nucleus. They compared the amount of nucleic acid found by micro- 
scopic ultra-violet absorption on single isolated thymus lymphocyte 
nuclei (mean of ten nuclei) with the amount computed from gross ana- 
lysis of the mass of nuclei (10°nuclei). The former value was 1,1 x 10°” g 
per nucleus, the latter 1,0 x 10° g. Assuming, then, that in the present 
study the ultra-violet absorption of unhydrolyzed nuclei is a fairly 
accurate measure of total nucleic acid (over 95°/o of which is probably 
of the desoxypentose type) the total nucleic acid of the average cartilage 
nucleus has been computed. From the maximal FEULGEN nucleal color 
produced, the total desoxypentose nucleic acid can be computed; while 
the amount of methyl green bound by unhydrolyzed nuclei is the basis 
for a third calculation of total amount of nucleic acid in a cartilage 
nucleus. A comparison of these three is some indication of the extent 
to which each method may be useful in the estimation of the amount of 
nucleic acid in a nucleus. 

The data necessary for the calculation of the dye or nucleic acid concen- 
tration in nuclei are: first, a standard, that is the extinction at a given 
wavelength of a solution of known concentration and thickness, of the nucleic 
acid or the dye compound resulting from the chemical reaction; and second, 
the extinction and effective thickness or mean optical path through the nuclei 
being measured. With this information the unknown concentration can be 
computed by using an equation derived from the BEER-LAMBERT Law, 
(POLLISTER and Ris, 1947), 

ee at x C, 
where C, is the unknown concentration; D,, C, and E, are respectively the 
thickness, concentration and extinction of the known standard at a given 
wavelength, measured by means of a spectrophotometer; and E, and D, are 
respectively the measured. values of nuclear extinction at the same 
wavelength as the standard, and the mean optical path of the nucleus. 

Standards. For the ultra-violet measurements the standards were read 
from the absorption curve of a solution of 10-* g/cc. of nucleic acid published 
by Mirsky and POLLISTER (1946). The extinction value at 2537A for a 
1,0em path was taken as 20,0. A solution of 4,4 x 10° g/cc. of formalin- 
regenerated fuchsin-sulfurous acid reagent was used as a standard for com- 
paring the extinction of nuclei stained by means of the FEULGEN reaction. The 
extinction value of this solution measured by means of a BECKMAN spectro- 
photometer (1,0cm. path) was found to be 0,783, an average value deter- 
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mined over a range of wavelengths transmitted by a Wratten 62 filter (this 
was the same filter used in determining the extinction of nuclei after the 
FEULGEN reaction). This average transmission value was determined by 
plotting a curve for the product of filter and dye transmission and dividing 
the area under this curve bythe area under the transmission curve of the 
filter alone. The behavior of methyl green in aqueous solution is such that 
the determination of a proper standard becomes difficult, since especially at 
low concentrations the dye decolorizes quite rapidly; this makes the choice 
of a proper standard a possible source of error. For these experiments, the 
extinction value at the desired wavelength, determined within a few minutes 
after the solution was prepared and diluted, was considered to be the best 
available estimate of the correct extinction value. Using a solution of methyl 
green of 10-5 g/cc., the extinction value at 625 millimicrons for a 1,0 em. path 
was found to be 0,505. To obviate possible fading of prepared slides, these 
were measured within 24 hours of the time they were mounted. 

Mean optical path. Since these nuclei are spherical, the optical paths 
through the different points in the nucleus vary in such a way that the 
central path is much longer than one somewhere nearer the periphery of the 
nucleus. It would follow therefore, that the total amount of light coming 
through the nucleus is correlated with this variation in thickness; therefore, 
in order to get a measure of the effective thickness of this nucleus we must 
know the mean of all the possible paths of light through it. This may be 
computed by determining the volume of the nucleus, which was found to be 
1,55 X 101° cm? for these nuclei, converting this sphere to a cylinder of the 
same volume and cross-sectional area, and solving the formula for the 
volume of a cylinder in terms of its height. This would then represent the 
mean optical path and was calculated to be 4,45 x 10cm. With this in- 
formation, the concentration of the particular substance in question may be 
computed by substituting the values obtained experimentally and from the 
standard, in the BEER-LAMBERT Law equation expressed above. The total 
amount in a nucleus can then be computed as the product of the concentra- - 
tion and the nuclear volume. 

The procedure thus far results in a direct measure of nucleic acid con- 
tent, when using the ultra-violet absorption data. However, when the nucleic 
acid content is to be computed from dye data, another step is recessary. The 
dye content must ‘be converted to nucleic acid content by taking the nature 
of the chemical reaction into consideration: 


grams dye grams nucleotides 


E.W. dye  E.W. nucleotide 

On the basis of the ultra-violet extinction (0,140) of the average un- 
hydrolyzed cartilage nucleus, which results in a direct measure of the total 
desoxypentose and pentose nucleic acids, the content is computed to be 
2,4 X 10-2. gram. It is worth noting that this figure is of the same order of 
magnitude as previous determinations, by other workers, of total nucleic 
acid in-a single nucleus (see references in D1 STEFANO, 1948). 

The aldehyde fuchsin-sulfurous acid reaction was first observed by 
ScHIFF in 1867, and one phase of this reaction was thoroughly studied by 
WIELAND and ScHEUING (1921). They found that in the staining process 
itself, two aldehyde molecules unite with cne molecule of the reagent, in 
what they consider a two step reaction; first, the formation of an aldehyde- 
fuchsin-sulfinic acid, and second, the addition of another molecule of SO,, 
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followed by a reaction with a second aldehyde molecule to form the dyestuff 
characteristic of the reaction. They point out further that the first step 
produces no color; the color appears only after the addition of the second 
aldehyde molecule. On this basis, in his studies of the quantitative nature 
of the FEULGEN reaction with thymonucleic acid, CASPERSSON (1932) showed 
the existence of a linear relationship between the extinction coefficient of 
the dye, and the concentration of thymonucleic acid, and he points out that the 
method could be used with an accuracy of about 1°/o within a range of nucleic 
acid concentration of from 0,05°/o to 1%. From WIELAND and SCHEUING’s 
view of the nature of the SCHIFF reaction and from the classical conception 
of the FEULGEN reaction it must be assumed that the color is formed by the 
reaction of one molecule of the fuchsin-sulfurous acid reagent with two 
nucleotides from which the purine bases have been split off. Thus, one gram 
equivalent of the dye will react with two gram equivalents of purine 
nucleotides, and since only half of the nucleotides which make up the nucleic 
acid molecule are of this type, then each dye molecule will represent four 
nucleotides (two purine nucleotides and two pyrimidine nucleotides). This 
being the case, as far as the reaction is concerned, the equivalent ‘weight of 
the dye may be taken as its molecular weight (332), and that of the nucleo- 
tide as four times the molecular weight of the average nucleotide (or for the 





Explanation of plate I. 


Photomicrographs of cartilage nuclei from the head region of Rana 
pipiens tadpoles, fixed in CARNOy’s acetic alcohol and sectioned at ten 


microns. 


Figures 1—3. Effects of hydrolysis on the FEULGEN reaction. All photo- 
graphs were taken on Kodak M plates, exposed for two minutes and thirty 
seconds. The desired spectral region was isolated from a tungsten lamp by 
means of a Wratten 62 filter. All figures are magnified X 720. Fig.1, the 
unhydrolyzed control, shows the complete absence of any dye. Fig. 2, after 
12 minutes’ hydrolysis, shows the maximal FEULGEN color. Fig. 3, after 
24 minutes’ hydrolysis, shows the almost complete loss of the ability of the 
nucleus to regenerate the SCHIFF reagent. 


Figures 4—6. Effects of hydrolysis on the ultra-violet absorption. The 
same nucleus was photographed in each case. All photographs were taken 
on Kodak process ‘plates, exposed for 60 seconds. The illumination was the 
2537 A line isolated by means of a Zeiss quartz double monochromator from 
an H4 lamp, from which the glass envelope had been removed. All figures 
are magnified X 800. Fig. 4 shows the maximum ultra-violet absorption of 
the unhydrolyzed nucleus. Figures 5 and 6, after 12 and 24 minutes’ hydro- 
lysis show the progressive decrease in ultra-violet absorption. 


Figures 7—9. Effects of hydrolysis on basic staining with methyl green. 
All photographs were taken on Kodak M plates exposed for 22 seconds. A 
Farrand interference filter with a transmission peak at 625 millimicrons was 
used to isolate the desired spectral region from a tungsten lamp. Fig. 7 shows 
the amount of dye combined by the unhydrolyzed nucleus. After 12 minutes’ 
hydrolysis, Fig. 8, no appreciable difference in the staining capacity of the 
nucleus can be observed. At the end of 24 minutes’ hydrolysis, Fig. 9, very 
little dye may ‘be seen bound by the nucleus. 
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sake of simplicity as, 1253, the molecular weight of the classical tetranucleo- 
tide which may be considered as a typical fragment of the nucleic acid mole- 
cule, containing each of the possible purine and pyrimidine bases). From 
the extinction value of the optimal FEULGEN reaction (0,309), the dye content 
was computed to ‘be 6,1 xX 10° g; this represents a desoxypentose nucleic 
acid content of 2,3 x 10-2 g. for the average cartilage nucleus. 

It has been shown that, in highly polymerized thymus nucleie acid, there 
is one primary phosphoryl dissociation for each nucleotide (GULLAND, 1947). 
Assuming that the reaction of methyl green and nucleic acid results in a salt 
formation (i.e. dye nucleate), every tetranucleotide fragment should com- 
bine with two methyl green ions (therefore, the equivalent weight 
of the dye would be twice its molecular weight or 1304, and that 
of the tetranucleotide would be the molecular weight). In view of 
this, some justification for the use of methyl green staining as a measure of 
nucleic acid content comes from the fact that on the basis of the standard 
described above there is 2,6 x 10-2 gram of the dye combined in the nucleus. 
From this figure the nucleic acid content is computed to be 2,4 x 10-! gram. 

The ultra-violet absorption method results in a measure of the total 
pentose and desoxypentose nucleic acid in the nucleus (2,4 x 10°” g), 
while the results obtained from the FEULGEN data represent only the 
desoxypentose nucleic acid content (2,310 g). The differences 
between these values is probably not significant; it indicates that most of 
the nucleic acid is of the desoxypentose type. 

In view of what has been discussed above, we can accept the ultra- 
violet absorption method as being a measure of the total nucleic acid 
content of the cartilage cell nuclei used in this series of experiments. 
Furthermore, it appears that if the hydrolysis is optimal, and if proper 
corrections are introduced in the measurements, the amount of color 
produced by the FEULGEN nucleal reaction on cartilage cell nuclei may 
be as accurate a measure of desoxypentose nucleic acid as is the ultra- 


violet absorption. 
Summary. 


1. The base, sugar, phosphoric acid, and histone fractions of desoxy 
pentose nucleoproteins of cartilage nuclei have been followed throughout 
the standard FEULGEN hydrolysis. 

2. The indications are that at an optimal hydrolysis, one half the 
total base content has been removed; presumably the purines. During 
post-optimal hydrolysis the whole remaining thymic acid molecule plus 
the histone fraction of the protein has been removed from the nuclei. 

3. The possibility of using the FEULGEN reaction for quantitative 
estimation of desoxypentose nucleic acid is briefly considered, and it is 
concluded that, under properly controlled conditions and with adequate 
corrections, this method is comparable in accuracy with the photo- 
metric determination of nucleic acid in a cytological preparation by the 
ultra-violet absorption method. 
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I. Cytologischer Teil. 
Von E. Kupxka, Graz. 


1. Einleitung. 


Obgleich die indirekte Kernteilung als allgemein verbreiieter Vor- 
gang bei fast allen Vermehrungsprozessen der lebendigen Masse auf- 
tritt, sind unsere Kenntnisse iiber ihre Mechanik immer noch sehr hypo- 
thetisch und die zahlreichen aufgestellten Theorien geben kaum die 
Méglichkeit, all das in den vergangenen Jahrzehnten aufgesammelte Be- 
obachtungsmaterial mit ihnen in Einklang zu bringen. 


1 Ich méchte auch an dieser Stelle Herrn Prof. J. SEILER fiir seine un- 
gemein wertvolle Kritik herzlichst danken. 
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Die Ursache hierfiir liegt besonders in den bedeutenden technischen 
Schwierigkeiten bei der Untersuchung selbst. Nach der klassischen 
Periode der Cytologie, waihrend der man sich sehr haufig unkritisch 
mit der Beurteilung fixierten und gefairbten Materiales befaBte, machte 
erst die Erkenntnis des kolloidalen Zustandes des Protoplasmas, die 
dieser Forschungsrichtung anhaftenden Fehler offensichtlich. Daraus 
erwuchs eine Periode des Zweifels und der Unsicherheit friiheren Be- 
funden gegeniiber. Aber gerade diese Unsicherheit induzierte eine inten- 
sivere experimentelle Erforschung der lebenden Zelle. Erst an Hand 
einer weitgehenden Parallelitaét zwischen den Befunden am fixierten 
und gefairbten Material, sowie an Vitalbeobachtungen, gewanren auch 
viele der alteren Erkenntnisse wieder an Sicherheit. Es ist wohl ein Ver- 
dienst Bétaks, gerade auf diese Tatsache besonders hingewiesen zu 
haben. 

Aber auch die Vitaluntersuchungen bieten bei der enormen Sub- 
tilitét des Objektes groke Fehlerméglichkeiten, da die Experimentier- 
bedingungen sehr schwer konstant gehalten werden kénnen, so dab die 
erhobenen Befunde sowohl von Versuch zu Versuch, als auch in der 
Hand der verschiedenen Forscher leicht stark variieren und so vielfach 
zu widersprechenden Ergebnissen fiihren kénnen. Demgegeniiber bietet 
gerade die klassische Cytologie mit ihrer weit ausgearbeiteten Methodik 
den Vorteil groBer Konstanz. Ich habe daher versucht, einige Fragen, 
die durch die moderne Cytologie wieder aufgeworfen worden sind, an 
Hand eines einheitlich fixierten Materials zu bearbeiten und meine Er- 
gebnisse mit denen der vorliegenden Literatur in Einklang zu bringen. 

Das Problem der Einordnung der Chromosomen in die Aquatorial- 
platte und die darauf folgende Verteilung der Chromosomenspalthialften 
(bzw. bei Reifungsteilungen der Diaden oder Chromosomen) auf die 
beiden Tochterzellen, fiihrte urspriinglich zur Vorstellung, da8 die von 
den beiden Cytozentren ausgehenden Spindelfasern an die Chromo- 
somen herantreten, sie in die Aquatorialebene bringen, um dann als 
Zugfasern die beiden Spalthalften nach den Spindelpolen zu beférdern. 
Die grundlegende Voraussetzung fiir diese Erklairung ist natiirlich die 
Existenz von Zugfasern und deren Kontraktionsvermégen. Die Vital- 
untersuchungen brachten, da die Spindel im Leben optisch homogen er- 
scheint, keine Anhaltspunkte fiir das vitale Vorhandensein dieser Ele- 
mente, noch konnte am fixierten und gefirbten Material eine Kontrak- 
tion der sogenannten Zugfasern nachgewiesen werden, die zu einer be- 
traéchtlichen Verdickung derselben fiihren miifte. 

Aber auch noch einige weitere Tatsachen miissen in diesem Zu- 
sammenhang unbedingt beriicksichtigt werden. So miiften die von den 
Cytozentren ausgehenden Fasern ganz unwahrscheinlich zielsicher 
iiber eine immerhin ganz betrichtliche Strecke hinweg die Chromo- - 
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somen auffinden und sich an der, wie wir heute wissen, in ihrer Lage 
immer konstanten Spindelansatzstelle, dem Centromer, anheften. Dies 
ist eine Bedingung, die einen ungemein komplizierten Zusammenhang 
zwischen Spindelansatzstelle und Cytozentren voraussetzt. 

Die Versuche von CHAMBERS und SANDS (1923), die eine Mikrosek- 
tionsnadel in die Teilungsspindel einer lebenden Zelle einstachen, zeig- 
ten, daB die Bewegung dieser Nadel in einer Ebene senkrecht zur Spindel- 
achse, also quer durch die Spindel, zu keinen Dislokationen der Chro- 
mosomen fiihrt, somit also keine festen verbindenden Elemente zwi- 
schen den Chromosoméen und den Cytozentren anzunehmen wiren. 
Dieser Befund steht aber bisher immer noch vereinzelt da und wider- 
spricht auch den Ergebnissen BELaks (1929 a). 

Vorstellungen, die die Chromosomenmigration auf elektrische 
Ladungsverhaltnisse und daraus bedingter AbstoBung bzw. Anziehung 
der Chromosomen zuriickzufiihren, waren zumindest in ihrer urspriing- 
lichen Fassung unhaltbar, wenngleich fiir die typische Asteranordnung 
der Chromosomen in der Aquatorialplatte wohl vielleicht auch die Ab- 
stoBung der gleichgeladenen Chromosomen mit verantwortlich sein mag 
(LILLIE, 1905 a, 1905b, 1911). 


Die Mitosetheorie von BEtak, 


Erweiterung unserer Kenntnisse iiber die Beschaffenheit der von ihm 
als Zugfaserstoff angesprochenen Substanz. 


Durch die Untersuchungen Bétaks an Spermatocyten von 
Stenobothrus lineatus (1927, 1929a), sowie an Tradescantia (1929b), 
wurden sowohl die Chromosomen, als auch der Spindelk6rper fiir die 
anaphasische Bewegung der Chromosomen verantwortlich gemacht. 

Er nahm an, da die Chromosomen durch fliissige Faden, die sie 
quasi als Zugfasern abgeben, gegen die Pole gezogen werden. An- 
schlieBend tritt ein zweiter Mechanismus hinzu. Es ist dies eine Sub- 
stanz, die zwischen den beiden Spalthalften der Chromosomen liegt und 
‘die durch Streckung in der Langsrichtung der Spindel diie beiden 
Aster weiter voneinander entfernt, also als ,,SStemmkérper“ wirkt. 

Bei Formen mit besonders langen Chromosomenschenkeln (z. B. 
Tradescantia) erfolgt dazu noch eine telophasische Chromosomenkon- 
traktion, die die einzelnen Chromosomenenden aus der Zellteilungs- 
ebene herauszieht. 

Diese Vorstellung von der Mechanik der Mitose war viel einfacher 
als die alte Zugfasertheorie und bot zum Teil zugleich die Méglichkeit, 
die alten Beobachtungen am ‘fixierten Material, das Auftreten von 
Fasern betreffend, die von den Chromosomen zu den Spindelpolen fiih- 
ren, in eine moderne Mitosetheorie einzubauen. 
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Die Annahme eines Stemmkérpers, der sich von einem gewissen Sta- 
dium der Anaphase an bis zur spiten Telophase in seiner Langsachse 
streckt, ist natiirlich nur dann fiir eine allgemeine Theorie verwertbar, 
wenn dieser Mechanismus auch bei vollkommen natiirlichen Bedingun- 
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Abb. 1. Beginnende Anaphase aus den Hoden von Liogryllus campestris L. Es sind deutlich die 

polwarts gerichteten Zungen des Migrationsstoffes erkennbar, die entlang der Spindelfasern verlaufen. 

Fixiert mit FLEMMING-BENDA, gefiirbt mit Eisenhimatoxylin nach HEIDENHAIN und Triacidlésung 
nach EHRLICH. 


Abb. 2. Anaphase-Friihstadium mit nur schwach erkennbaren Spindelfasern. Fix. FLEMMING-BENDA, 
gefirbt mit Safranin-Lichtgriin. 


Abb. 3. Ende der Anaphase. Auf der linken Seite sind noch die Reste des Migrationsstoffes sichtbar. 
Die Spindel ist gegeniiber Abb. 2 bedeutend schmiiler und linger. Im medianen Teil der Aquatorial- 
spindel sind keine Spindelelemente mehr erkennbar. Fix. FLEMMING-BENDA, gef. Safranin-Lichtgriin. 


Abb. 4. Friihe Anaphase. Nach der FEULGENschen Nuklealreaktion erscheinen nur die Chromosomen 
gefairbt, von den Migrationsstoffzungen ist nichts sichtbar. Fix. FLEMMING-BENDA, Thymonuklein- 
sdurereaktion. 


gen in Funktion ist und bei méglichst vielen verschiedenartigsten Lebe- 
wesen aufgefunden wird. 

Die gleichen Uberlegungen sind natiirlich auch betreffs eines von 
den Chromosomen selbst ausgehenden Bewegungsvorganges anzu- 
stellen. Es erschien daher vorerst notwendig, die Realitaét emer Zug- 
fasersubstanz an einem anderen Objekt zu iiberpriifen, hatte doch 
GEITLER (1938) noch erklirt, ,die Annahme einer die Zugfaser bilden- 
den Chromosomensubstanz sei noch sehr problematisch“. 

Es wurden 7 dicke Schnitte von mit Flemming-Benda fixierten 
Hoden der Feldgrille, Liogryllus campestris L., hergestellt und dann 

Chromosoma. 38. Bd.. Heft 4. 21 
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die aufeinanderfolgenden Schnitte desselben Objektes verschiedenen 
Farbungen unterzogen. Dadurch war fiir alle untersuchten Hoden- 
schnitte weitestgehende Gleichheit des Fixierungszustandes erreicht und 
sie etellten als fertige Praparate ein ideales Vergleichsmaterial dar. 

An dem gewahlten Objekt war es ohne besondere Schwierigkeiten 
méglich, die BELaksche ‘Zugfasersubstanz, die ich aus Griinden, welche 
weiter unten angefiihrt sind, als Wanderstoff, bzw. als Migrationsstoff 
bezeichnen méchte, auszufarben. 

Wir finden ihn mit den ersten Anzeichen der beginnenden Anaphase, 
d. h. von dem Moment an, da sich die Chromosomen sauber iin die Aqua- 
torialebene eingeordnet haben und die Spaltung zwischen den Partnern 
eben deutlich feststellbar ist, als feine, relativ kurze Faden, die von den 
Chromosomen in Richtung auf die Spindelpole zu fiihren (Abb. 1). 

Durch Anwendung verschiedener Farbungen ist es méglich, weitere 
Aussagen iiber die Beschaffenheit des Migrationsstoffes zu machen. Er 
la8t sich, wie bereits BEu\k (1929, Abb. 74 und 76) zeigte, mit Hisen- 
hamatoxylin darstellen. Diese Methode hat aber den Nachieil, daB sich 
zum Teil auch Spindelelemente in sehr ahnlicher Weise anfarben und 
damit eine sichere Differenzierung zwischen Migrationsstoff und 
Spindelfasern nicht méglich ist. Diese Unterscheidung ist aber um so 
wichtiger, als es sich bei der dargestellten Struktur auch um eine Sub- 
stanz handeln kénnte, die selbst stofflich der Spindel zugehért. 

Diesbeziiglich einwandfreie Bilder kieferte hingegen die Farbung mit 
Safranin-Lichigriin, da hierbei die Spindel sowie das Cytoplasma griin 
und lediglich die Chromosomen rot tingiert erscheinen. Der Migrations- 
stoff farbt sich dabei ebenfalls rot, woraus mit groBer Wahrscheinlich- 
keit seine stoffliche Zugehérigkeit zu den Chromosomen angenommen 
werden kann (Abb. 2 und 3). Nach diesen Befunden war es dann aber 
auch méglich, mit Eisenhimatoxylin gefairbte Priaparate ohne weitere 
Schwierigkeiten auszuwerten. 

Es blieb nun noch die Frage offen, welchem Teil der Chromosomen 
der Migrationsstoff zuzuordnen sei, da wir uns diese heute wohl als in 
sich aus verschiedenen Stoffen aufgebaut denken miissen. Um hier einen 
ersten Einblick zu erlangen, wurde die Thymonukleinsiéurereaktion 
nach FEULGEN durchgefiihrt. Diese zeigte, daB der Migriationsstoff un- 
gefarbt bleibt, d. h., da& wir es hier mit einer Substanz zu tun haben, 
die keine Thymonukleinsaiure enthalt (Abb. 4). Bedenken wir, da8 die 
Spindelansatzstelle im Chromosom, wie die Untersuchungen von 
ScHAEDE (1936 und 1937) gezeigt haben, ebenfalls nukleinséiurenegativ 
ist und sie die unmittelbare Beriihrungsstelle zwischen dem Chromosom 
und der Spindel darstellt, so erscheint die Annahme naheliegend, dai 
der Migrationsstoff vielleicht mit der Substanz der Centromeren iden- 
tisch ist. 
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Beachtenswert ist auch die Tatsache, da& bei der Grille der Migra- 
tionsstoff niemais iiber die gesamte Halbspindel bis zu den Polen reicht, 
sondern in der Anaphase immer nur als kleine Zunge den Ohromo- 
somen um ein kurzes Stiick vorauseilt. Ob es sich um ein Artefakt han- 
deln kénnte, soll spater eingehend gepriift werden (vgl. Bemerkung 


S. 318). 


3. Die Zustandsverinderungen des Spindelkérpers im Verlaufe der 
Anaphase. 


Zum Versténdnis der Funktion des Migrationsstoffes ist es notwen- 
dig, sich eine Vorstellung iiber die Beschaffenheit der Teilungsspindel 
und ‘insbesondere iiber deren Oberfliche zu machen. Der Metaphase- 
spindelkérper besitzt, wie wir heute annehmen k6énnen, eine ziemlich 
feste, gelartige Konsistenz. Diese Annahme geht sowohl aus den Mikro- 
sektionen von CHAMBERS, der den Spindelkérper als Ganzes in der 
lebenden Zelle bewegte, wie auch aus den Befunden Bé.aks, der bei der 
Herstellung von Zupfpraparaten die Spindel (mit den anhaftenden 
Chromosomen) aus der Zelle hherausisolierte, hervor. In gleichem Sinne 
sind die Laingsspaltbarkeit der Spindel, die Spindeldrehung in einschich- 
tigen Epithelien oder in diinnen Lagen iiberlebender Ausstriche, die Er- 
héhung der Resistenz gegen Deformationen, die mit der Vereinigung 
der Halbspindeln auftritt, das Ausbleiben von BRownscher Molekular- 
bewegung bei Granula, die innerhalb der Spindel gelegen ist, das Ver- 
lagern der Spindel durch Zentrifugieren, sowie auch letzten Endes das 
Bild des fixierten und gefiarbten Objektes, anzusprechen. 

Die Spaltbarkeit in der Achsenrichtung der Spindel (CHAMBERS), 
das spontane Auftreten von Langsspalten bei Entquellung (BELAR ) 
oder durch Zentrifugieren (ScHAEDE), die Beobachtung, da8 kleine 
Kérnchen, die sich in der Spindel befinden, falls sie BRownsche Mole- 
kularbewegung zeigen, diese in der Achsenrichtung gréRere Ausschlage 
aufweist als in der Querrichtung (zit. nach GEITLER, 1932), die Doppel- 
brechung der lebenden und fixierten Spindel (RUNNsTROM, SCHMIDT) 
sowie die durch Fixierung und Farbung darstellbaren Spindelfasern, 
iassen eine subvisible, faserige bzw. mizellare Struktur der Spindel an- 

, nehmen. In einem Falle, bei Pediculopsis graminum, gelang es COOPER 
(1941) Spindeifasern auch am lebenden, nicht pathologisch veranderten 
Spindelkérper, zu sehen. Die Faserstruktur zeigt sich auch besonders 
deutlich bei den von B&tak durchgefiihrten Versuchen, die Zelle auf 
osmotischem Wege zur Queilung zu bringen. Hierbei quillt auch die 
Spindel und lést sich soweit in faserige Elemente auf, da& die Mito- 
chondrien in den Spindelkérper einzudringen vermégen, um sich dann 
der Oberflaiche der Fasern entlang zu verteilen. Aus diesen Beobachtun- 
gen ist eine Zweiphasigkeit der Spindel zu erschlieBen. 

21* 
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Es mu8 beachtet werden, dai es unméglich ist, ein einheitliches, ein- 
faches Spindelschema aufzusiellen, denn wir finden, daB je nach dem 
gewahlten Objekte auch der angetroffene Spindeltypus verschieden ist. 
Dennoch kann man eine Kigenschaft als allgemein und offenbar fiir die 
Funktion notwendig hervorheben. Es ist dies die Tatsache, daB es sich 
um ein bipolares Gebilde handelt, das auch in seinem intimen Bau ent- 
sprechend bipolar differenziert ist; d. h., das heute vorliegende Beob- 
achtungsmaterial berechtigt zu dem Schlu8, daB von Pol zu Pol Struk- 
turen verlaufen, die sich in bezug auf das umgebende Plasma in einem 
héheren Gelzustande befinden. Diese ‘kénnen einen Mantel bilden, an 
dem die Chromosomen nur von aufen anhaften, oder sie kénnen ein 
Gitter darstellen, vergleichbar einem ‘Biindel von Stiben, die in der 
Aquatorialebene maximal voneinander entfernt sind, um sich in Rich- 
tung auf die beiden Pole zu mehr oder weriger stark zu naéhern. Solche 
Falle haben wir wohl dann vor Augen, wenn wir auch innerhalb der 
Spindel Chromosomen antreffen, Dabei ist wohl zu ‘beachten, daB sich 
zentral immer nur die kleinen Chromosomen eines Satzes vorfinden, 
wihrend die gréBeren immer peripher gelagert sind (WHITE, 1945). 
Einen weiteren Typus stellen Spindelbildungen, wie wir sie bei Ein- 
zellern antreffen kénnen, dar. Hier kann sie als ein weitgehend ein- 
heitlicher Stab erscheinen. | 

Aus mit Flemming-Benda fixierten Praparaten, die mit Eisen- 
haématoxylin nach HEIDENHAIN und Triacidlésung nach EXRLICH tin- 
giert sind, ersieht man, durch diese Farbung besonders klar gemacht, 
da8 deutliche faserige Spindelelemente gerade mitten durch jene Stellen 
ziehen, an denen die Chromosomen an der Spindel haften. Der Migra- 
tionsstoff reicht dabei, die ausgefairbte Spindelfaser nur eine kleine 
Strecke weit iiberdeckend, gegen den betreffenden Pol (Abb. 5 und 6). 
Neben diesen Fasern lassen sich aber auch noch weitere feststellen, die 
zwischen den Chromosomen verlaufen. Es liegen aber wohl keine An- 
haltspunkte dafiir vor, da je zwei Spindelfasern je ein Chromosom seit- 
lich umfassen, etwa so, wie wir es bei BELAR (1929) angegeben finden. 
Kritisch miissen wir auch die Modellvorstellung Bévaks iiber die Ent- 
stehung der Metaphasespindel aus den beiden prophasischen Halbspin- 
deln beurteilen. Er nahm an, da8 sich die beiden Biindel von Spindel- 
fasern gleich wie zwei aufeinander gedriickte Biirsten miteinander zur 
Metaphasespindel vereinigen. Solch eine Verbindung der Halbspindeln 
miiBte sich aber auch spiter an der fertig ausgebildeten Spindel nach- 
weisen lassen. Demgegeniiber finden wir aber, einheitlich auch iiber den 
Spindelaquator hinweglaufende Fasern (Abb. 7). Bildungen wie der 
telophasische ,mid boddy“ kénnen nur als sekundire Verinderungen 
im Zuge eines relativ tiefgreifenden Strukturwechsels der Spindel auf- 
gefait werden. 
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Die oben ertwickelte Vorstellung vom Bau des achromatischen Ap- 
paraies trifft natiirlich nur fiir die Metaphasespindel zu. Im Verlaufe 
der Anaphase treten hingegen, wie allgemein bekannt, eine Reihe von 


vn 


Uy 
Abb. 5. Einzelne Chromosomen im friihen Anaphasestadium aus verschiedenen Mitosen eines Prii- 
parates. Fix. FLEMMING-BENDA, gef. Eisenhimatoxylin-Triacid. 


Abb. 6. Etwas spiiteres Anaphasestadium wie Abb. 5. Die beiden Chromosomen sind mitten in der 
autonomen Wanderung. Fix. FLEMMING-BENDA, gef. Eisenhiimatoxylin-Triacid. 


My 








Verinderungen am Spindelkérper auf. Wir haben mit dem Moment des 
Auseinanderweichens der Spaltchromosomen drei Abschnitte an der 
Spindel zu unterscheiden. 1. Einen mittleren, aquatorialen Abschnitt = 
= Aquatorialspindel, der sich zwischen den 
beiden auseinanderweichenden Chromoso- 
menplatien befindet, und 2. die beiden polaren 
Spindelteile, die jederzeit zwischen Chromo- 
somenaster und Cytozentrum liegen und viel- 
fach auch als MHalbspindeln bezeichnet 
werden. Du 

Wohl ist man sich allgemein dar- 
tiber einig, daB die beiden polaren Spindel- prong pester ber pea ae 
teile direkt von der Metaphasespindel sind im Bereich der Aquatorial- 
herzuleiten sind, aber iiber die Her- said we 
kunft der Aquatorialspindel sind die Eisenhimatoxylin-Lichtgriin. 
Meinungen geteilt. So sehen wir, daf 
z. B. W. J. Scumipt (1939) die Auffassung vertrat, da® der 
aiguatoriale Anaphasespindelteil durch zwischen die auseinander- 
weichenden Chromosomenaster frisch einstrémendes Protoplasma neu 
gebildet wird. Er kam zu dieser Ansicht durch die Beobachtung, dab 
der Stemmkérper im polarisierten Lichte keine Doppelbrechungserschei- 
nungen zeigt, wihrend die Metaphasespindel sowie die polaren Ab- 
schnitte der Anaphasenspindel, lichtdoppelbrechend sind. Wir werden 
aber weiter unten sehen, da diese Vorstellung zur Erklirung der 
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verinderten Doppelbrechungserscheinungen durchaus nicht not- 
wendig ist. 

Die Identitét des in der Anaphase gebildeten ,,Stemmkérpers“ 
mit einem Teil der Metaphasespindel geht direkt aus der Durchsicht 
aufeinanderfolgender Stadien der Mitose hervor und ich kann hier 
auf die vorziiglichen Abbildungen BELARs in seinen Arbeiten iiber 
die Heuschreckenspermatogenese hinweisen, um zu zeigen, da sich 








Abb. 8. Erste Furchung des Eies von Bufo lentiginosus. a) Metaphase. b) Anaphase. Die Spindel 

wird noch wiahrend der Chromosomenwanderung in ihrem dquatorialen Abschnitt vollstindig auf- 

gelést. (Nach H. D. KING aus WASSERMANN 1929. Veriindert: Es wurden nur der achromatische Apparat 
und die Chromosomen herausgezeichnet.) 


in der gesamten Anaphase immmer nur Spindelmaterial in dem Raume 
zwischen den Chromosomenspalthalften befindet. Eine Ausnahme 
bildet nur die friihe vollstindige Auflésung des aquatorialen ,,Stemm- 
kérperabschnittes“ wie sie Kina (1901) 
bei Bufo lentiginosus beschreibt (Abb. 8a 
und b). Diese Erscheinung kann aber 
niemals als Vorstadium der Neubildung 
einer Aquatorialspindel aufgefa8t wer- 
den. 
Fiir die hier vertretene Kontinuitat 
innerhalb der Spindel spricht auch die 
Ou nahe Verwandtschaft in der Strwktur, so- 
Abb. 9. Stadium aus der zweiten WOhl der Halbspindeln, als auch der 
Hilfte der Anaphase. Es ist bereits Aquatorialspindel. Die Spindelfasern las- 
deutlich die Auflésung der Spindel- ° 2. Si 
fasern im Bereich der Aquatorialspindel sen sich in der frithen Anaphase von 
erkennbar. Fix. FLEMMING-BENDA, gef. ejnem Pol iiber den Spindelaiquator hin- 
Eisenhimatoxylin-Lichtgriin. c "4 Q 
wig direkt bis zum anderen Pol verfolgen 
(Abb. 7) und selbst in spateren Anaphasestadien sehen wird die Fasern 
vom Pol iiber die Halbspindel bis weit in die Aquatorialspindel hinein- 
reichen. Wohl verschwinden mit Fortgang der Anaphase die Spindel- 
faserelemente im Bereich der Aquatorialspimdel immer mehr (Abb. 9). 
aber dies ist als ein sbkzessiv verlaufender Vorgang, als Strukturver- 
anderung, jedoch niemals als eine Newbildung aufzufassen. 
Bereits die Tatsache, da® die Aquatorialspindel in der Anaphase 
ein bedeutendes Langenwachstum aufweist, kann als sicheres An- 
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zeichen fiir bedeutende strukturelle Veraénderungen in ihr aufgefaBt 
werden, 

Auf osmotischem Wege entzog Brtak den Spermatocyten von 
Stenobothrus bedeutende Mengen von Wasser und brachte dadurch 
den bereits gebildeten ,Stemmkérper“ zu einer ganz enormen Ver- 
lamgerung. Diese Streckung war aber mit keiner merklichen Volums- 
zunahme verbunden. Daraus erhellt, daB das Spindelmaterial zu ganz 
bedeutenden Struktur- und Formaénderungen befihigt sein mu. Der 
aus der. experimentell hervorgerufenen Streckung gezogene SchluB, 
da8 auch das normale mitotische Lingenwachstum der Spindel auf 
einen Entquellungsvorgang zuriickzufiihren sei, bedarf einer weiteren 
Analyse: Durch den ungemein kriftigen Wasserentzug, der bei diesen 
Versuchen erfolgte, war eine ungewéhnliche mit den normalen Vor- 
gangen nicht vergleichbare Situation provoziert, aus deren Erschei- 
nungen nicht ohne weiteres auf normale Ablaufe riickgeschlossen 
werden darf. Hinzu kommt noch, da8 die histologischen Befunden 
absolut gegen die BELARsche Ansicht sprechen. An den von ihm 
(1929) gegebenen Bildern fixierter und gefirbter Spindeln ent- 
quollener Zellen von Stenobothrus treten uns ganz deutlich Spindel- 
fasern entgegen; fiir die normale Mitose ist es aber nach meinen 
Beobachtungen an der Feldgrille charakteristisch, da8& die Faser- 
elemente immer mehr verschwinden, sich quasi auflésen. Daraus 
und aus der Tatsache, da8 die Aquatorialspindel unter Umstianden 
(KinG, 1901) ginzlich aufgelést werden kann (Abb. 8a und b), 
mu geschlossen werden, da8 wohl ein Entquellen der Zellen zu einer 
Verlingerung (Wachstum?) der Aquatorialspindel fiihren kann, im 
normalen Zellgeschehen aber andere Vorginge fiir ihre Verainderung 
verantwortlich sind. 


4. Die Funktionsweise des Migrationsstoffes. 


Da, wie oben gezeigt wurde, die Teiiungsspindel (und insbesonders 
gewisse den Spindelfasern entsprechende Abschnitte) eine festere 
Konsistenz als das umgebende Cytoplasma aufweist, befindet sich 
an der Grenze zwischen Spindel und Plasma eine Oberflache. 

Stellen wir wns nun vor, daB auf diese Oberfliche ein fliissiger 
oder galertiger Stoff gebracht wird, der an ihr durch Adsorption 
haftet, so wird er sich auf ihr so lange ausbreiten, bis sich die 
Adsorptionskrafte und die eigene Oberflichenspannung das Gleich- 
gewicht halten. 

Die Adsorptionskrifte sind (bei unspezifischer Adsorption) ab- 
hingig von der Héhe der freien Grenzflachenenengie, die bei wabrigen 
Systemen ihrerseits wieder von der Hydratation der Molekiile, die 
sich an der Grenzfliche befinden, abhingt; und zwar ist die 
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unspezifische adsorptive Bindung um so starker, je geringer die 
Hydratation ist (SEELICH, 1936). 

Kommt es zu einer Freisetzung oberflaichlicher, hydrophiler 
Gruppen eines Geles infolge Fermentwirkung, so verringern sich in 
dem Mafe als die Wasserbindung steigt. die Adsorptionskrafte. Wir 
miissen daher annehmen, daf sich ein adsorbierbarer Stoff an den 
Stellen der geringsten Hydratation anlagern wird. Als solche Stellen 
sind wohl die gelartigen, den Spindelfasern entsprechenden Streifen. 
die von Pol zu Pol fiihren, anzusehen. Eben an diesen Steilen: treffen 
wir aber auch die Ceniromeren bzw. den Migrationsstoff an. 

Kommt es [wie aus dem Verschwinden der Spindelfiasern im 
histologischen Priparat, dem Abbau des zentralen Abschnittes der 
Aquatorialspindel (KinG, 1901), sowie der durch Zentrifugierungs- 
versuche nachweisbaren leichten Verwirrbarkeit der mittleren Faser- 
strukturen (SCHRADER, 1934) zu vermuten ist] zu einem vom Aquator 
zu den Polen fortschreitenden Auflésungsvorgang in der Aquatorial- 
spindel, so haben wir keine homogene Oberfliche mehr vor Augen, 
sondern eine Oberfliche mit einem Gefille der freien Oberflichen- 
energie. In dem Mae als, vom Spindeliquator ausgehend, der Auf- 
lésungsvorgang weiterschreitet, erniedrigt sich die Oberflichenenergie, 
um bei vollstindigem Verschwinden der Oberfliche auf den Wert 
null ebzusinken. Die Abhingigkeit der Adsorptionskrafte von der 
Hohe der freien Oberflaichenenergie hat zur Folge, da8 ein adsorbierter 
Stoff unter Umstianden in jenes Gebiet der Oberfliche wandert, in dem 
die Adsorptionskrafte maximal sind, bzw. aus dem Gebiet abwandert, 
in dem mit der zunehmenden Wasserbindung die Oberflaichenenergie 
absinkt (SEELICH, 1946). Wie KurKa und SEELICH an Modellversuchen 
zeigen konnten, wandert ein adsorbierter Oltropfen auf einer Eiweib- 
schichte aus dem Bereich der proteolytisch verainderten Oberfliche 
zur unverinderten. Unter diesen eben gemachten Voraussetzungen 
und der Annahme, da8 der Migrationsstoff an der Spindeloberfliche 
adsorbiert ist, muf er, sowie die iiber die Centromeren mit ihm 
fest verbundenen Chromosomen, vom Spindeliquator zu den Polen 
hin wandern. 

Es liegt nun noch die Vermutung nahe, da® es der Migrations- 
stoff selbst ist, der fermentativ den Lésungsvorgang an der Spindel 
verursacht. Diese Lésung mag dann wok! auch die Ursache fiir die 
sukundare Streckung der Aquatorialspindel darstellen. 

Eine Verlangerung der Aquatorialspindel in der Richtung der 
Spindelachse konnte auch bei meinem Untersuchungsobjekt mit 
Sicherheit festgestellt werden. 

In Abb. 10 sind untereinander mit dem Zeichenapparat die Um- 
risse der Teilungsspindeln benachbarter Zellen aus einem Schnitt 
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herausgezeichnet und zur Feststellung des Mitosestadiums und der 
Bewegungsverhaltnisse die Chromosomen mit eingetragen. Wir er- 
kennen dabei, da8 die Spindelpole von der Metaphase (a) bis zum 
ersten Anaphasestadium (b) sich nicht von einander entfernt haben. 
also noch keine Aquatorialspindel wirksam war, und die Chromo- 
somen nur vermittels adsorbierten Migrationsstoffes aus dem Aquator 
gegen die Pole transportiert wurden. Der 
Vergleich des Stadiums (6) mit einem 
darauffolgenden (c) zeigt, daB sich wohl 
die beiden Chromosomenplatten noch wei- 
ter voneinander entfernt haben, da8 aber 
auch die Spindelpole auseinander gewan- 
dert sind. Unter den drei Spindeln sind auf 
einer Linie vom Punkt ,,A“ ausgehend die 
Spindellaingen des Stadiums (b) = Ab und } 

(c) = Ac, sowie die Abstiinde der Chromo- ; 
somenplatten aus Figur (b) = Ab’ und! 
(c) = Ac’ aufgetragen. Die Langendiffe- - 
renz der Spindeln Ac—Ab = cb ist wie “~~ 
man sieht gleich gro& wie die Entfer- 
nungsdifferenz der Chromosomenplatten 

Ac’—Ab’ = c’b’. Daraus erhellt, daB die Avi sEen saat 
Chromosomen aus den Aquatorialplatten 
bis zum Stadium (b) selbstandig, d. h. mit- 
tels des Migrationsstoffes gewandert sind, 
um dann bis zum Stadium (c) vermittels des nunmehr veranderten 
aiquatorialen Spindelteiles, geschoben zu werden. 

Diese Beobachtung steht in voller Ubereinstimmung mit denen 
von, Ris (1943), der an seinen Objekten (Tamalia, Protenor und 
Thelia) zu grundsiatzlich gleichen Ergebnissen gelangte. Wir beginnen 
jetzt auch zu verstehen, wieso wir bei manchen Mitosen den 1. und 
2. Anaphaseabschnitt scharf von einander getrennt finden, waihrend 
in anderen Fallen keine Pause zwischen Phase I und Phase II 
aufzutreten braucht, es also zu einem Uberschneiden der beiden 
Prozesse kommt. Der wichtigste Vorgang scheint immer die selb- 
stindige Chromosomenmigration zu sein, wahrend die sekundire 
Spindelstreckung durch weiter fortschreitende Hydratation des 
medianen Spindelabschnittes nicht unbedingt fiir den Ablauf der 
Mitose notwendig zu sein scheint; die Streckung uniterstiitzt nur 
quasi die Trennung der beiden Aster, sie kann aber auch ganz unter- 
bleiben (Ris, 1943). Dies ist wohl dann gegeben, wenn die Quellung 
nicht sehr schnell und intensiv vor sich geht, oder wenn sie nur 
sehr lokal erfolgt und dann gleich bis zur vélligen Verfliissigung 
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Abb. 10. Erklirung siehe Text. 
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fiihrt. Miihe macht wohl noch die Aufklirung der von Rts _ beschrie- 

benen ersten Spermatocytenteilung bei Tamalia, wo die selbstindige 

Chromosomenwanderung fast ganz zu fehlen scheint, die Mitose also 

nur durch eine Spindelstreckung gekennzeichnet ist. In all diesen 

Fallen erscheint noch eine Erweiterung unserer Kenntnisse als drin- 
. gend erwiinscht. 

AbschlieBend kénnen wir wohl feststellen, daB die von Bevak in 
seiner Arbeitshypothese aufgestellten Vorstellungen einer Zwei- 
phasigkeit der Anaphasebewegung sich nun immer mehr zu konkreti- 
sieren scheinen. : 


5. Diskussion iiber weitere in der Literatur erhobene Befunde und 
deren Vereinbarkeit mit der hier entworfenen Anaphasetheorie. 


Die bekannte Tatsache, da8 wir beim Teilungsvorgang oft ein 
Vorauseilen oder Nachhinken von Chromosomen (besonders bei 
Geschlechtschromosomen) beobachten kénnen, findet ihre Erklérung 
nur inder Annahme einer weitgehenden Autonomie der Chromosomen. 
Es kann nur in einer Besonderheit des betreffenden aus der Reihe 
tanzenden Chromosoms liegen, wenn es seine Bewegungsvorgange 
selbstaindig vollzieht. Eine Verschiedenheit einzelner Zugfasern oder 
gar eine nur dieses eine Chromosom betreffende besondere Plasma- 
strémung fiir diese Erscheinung verantwortlich machen zu wollen, 
ist schlechterdings schwer méglich. 

Noch deutlicher tritt uns dieses Problem bei der Reifungsteilung 
der Schmetterlingseier entgegen. Durch die Untersuchungen von 
J. SEILER (1920) wissen wir, daf hier, da das weibliche Geschlecht 
heterozygot ist, durch die Reifeteilung zugleich die Geschlechts- 
bestimmung erfolgt. Dariiber hinaus gelang es SEILER noch zu zeigen, 
daB durch Hitzebehandlung und durch Uberreife des Eies dieser Vor- 
gang in seiner Ablaufrichtung beeinflu&8t werden kann. Unter diesen 
veranderten Bedingungen wandert naémlich das 4-bestimmende X- 
Chromosom hiaufiger in den RichtungskGrper, bei niedriger Temperatur 
hingegen in den 9 Vorkern. Fiir diese Erscheinung ist es unmdglich, 
mittels der friiher gebraéuchlichen Theorien eine Erklarung zu finden. 

/Bedenken wir, da8 die Reifeteilungsspindel immer der Eioberflaiche 
genahert ist und die Spindelachse mehr oder weniger senkrecht auf 
die Eioberflache steht, so sehen wir, daf die beiden Halbspindeln 
sich wahrscheinlich in physiologisch verschiedenem Cytoplasma 
befinden. Die peripher weisende Halbspindel liegt in der oberflach- 
lichsten Plasmaschichte, wihrend die dem Eizentrum zugekehrte 
Halbspindel sich in Tiefenplasma, das schon reichlich mit Dotter- 
kérnern durchsetzt ist, befindet. Die oben angefiihrten verschiedenen 
Behandiungen des Kies miissen natiirlich auch auf den Zustand des 
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Cytoplasmas eine Wirkung ausiiben. Das periphere dotterfreie Plasma 
und das dotterhaltige Tiefenplasma werden entsprechend ihrer ver- 
schiedenen physiologischen Funktion auch verschieden auf diese 
Behandlung reagieren. Darams erhellt, daB die beiden Halbspindeln, 
je nach der gewahliten Behandlung, von entsprechend veraindertem 
Plasma umgeben sind. Das in der Aquatorialebene liegende X-Chro- 
mosom hat an sich die gleiche Méglichkeit nach dem peripheren oder 
dem zentralen Pol zu wandern. Sind die Oberflichen der beiden 
Halbspindeln aber entsprechend der cytoplasmatischen Umgebung auch 
nur in geringem Grade verschieden, so ist fiir das X-Chromosom die 
Wahrscheinlichkeit, nach dem einen oder dem anderen Spindelpol zu 
wandern, nicht mehr gleich 1:1, sondern entsprechend zugunsten 
einer Seite verschoben. 


Eine Reihe weiterer interessanter Beobachtungen sind mit der 
Feststellung verbunden, die als ,,Nichttrennen“ der Chromosomen 
bezeichnet wird. Wir kénnen dabei drei wichtige Tatsachen festhalten: 

a) Es kénnen die beiden zusammenhiangenden Spalthalften in der 
Spindelmitte liegen bleiben (Chromosomenelimination); der Transport- 
mechanismus ist also entweder gestért oder die Spalthalften hangen 
derart stark aneinander, daB sie von den Transportkriften nicht zu 
den Polen gebracht werden kénnen. 

ib) Die beiden Spalthalften werden gemeinsam zu einem Spindel- 
pol gebracht. Dabei kann das Doppelchromosom, wie STEVENS (1908) 
zeigte, sogar doppelt so schnell wandern als es seine beiden Teile 
in der normalen Mitose zu tun pflegen. ‘Diese Erscheinung 1a8t sich 
gut mit der Vorstellung erkliren, da8 das Doppelchromosom eben 
auch die zweifache Menge an Migraticnsstoff besitzt und daher die 
Oberflachenverinderungen an der Spindel in einem gréferen Avus- 
mae erfolgen kénnen. 

c) Wenn das Doppelchromosom in der Spindelmitte iiegen bleibt, 
kann es, wie ‘BELAR (1929) beschreibt, da sich der Spindelkérper 
an dieser Stelle nicht streckt, zu einer Verkriimmung der ganzen 
Spindel kommen. Die anaphasische Spindelverlaingerung is. also ab- 
hangig von der vorangegangenen Chromosomenmigration. 


Die neueren Befunde von W. J. Scumipt (1939), wonach nur 
die Halbspindeln Doppelbrechung aufweisen, besagen, dai die 
Aquatorialspindel eine Umordnung in ihrer Intimstruktur erfahren 
hat. Es geht dies besonders deutlich aus seiner Abb. 4 (S. 258) hervor, 
die zeigt, daB einzelne doppelbrechende Elemente, die Halbspindel 
fortsetzend, iiber die Chromosomenaster hinaus in den Aquatorialen 
Spindelteil reichen. Da diese Befunde am lebenden Seeigelei erhoben 
wurden, bilden sie eine schéne Bestiitigung fiir die Bilder, die uns 
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fixiertes und gefarbtes Material liefern, und passen vorziiglich in 
unsere hier entwickelte Anaphasetheorie. 

Die Sistierung jeglicher anaphasischer Chromosomenbewegung, 
die BrLak bei seinen Entquellungsversuchen feststellen konnte, ist 
ohne weiteres auf die durch den Wasserentzug bedingte abnorme 
Veranderung der Spindel, bzw. den damit verbundenen Veranderungen 
an deren Oberflache, zuriickzufiihren. 

Als Kriterium einer allgemeineren Giiltigkeit der hier entwickelten 
Vorstellung von Auftreten und Funktion eines Migrationsstoffes kann 
auf die altere Literatur hingewiesen werden,’ in der sich zahlreichst 
Darstellungen von Zugfasern vorfinden. Wir miissen hierbei nur 
beachten, da& die damaligen Autoren den Migrationsstoff und lie: 
entsprechenden Spindelfasern nicht von einander differenzierten. 

Auf die Untersuchungen von LORBEER (1934) an Lebermoosen 
méchte ich aber besonders hinweisen. Er konnte an mit Carnoy 
fixiertem Material durch Farbung mit Eisen-Karmin-Essigsiure sehr 
schén den Migrationsstoff darstellen und vermutete bereits, dai die 
von ihm dargestellten Strukturen stofflich den Chromosomen zuzu- 
schreiben seien. 

GurwitscuH (1930) hat anlaBlich der Besprechung der von BELAR 
entwickelten Mitosetheorie den Einwand erhoben,-ida8B es zur Auf- 
stellung einer allgemein giiltigen Hypothese nicht hinreiche, Unter- 
suchungen an einem ausgewahlten, besonders giinstigen Objekt, wie 
es die Spermatocyten mancher Insekten sind, anzustellen, Er fordert 
die Untersuchung von Objekten mit ..héchst rudimentirer Spindel 
(z. |B. Ascaris)“. Hierzu mui gesagt werden, dai dieser Einwand 
wohl fiir die Bedeutung des ,Stemmkérpers“ zutreffen diirfte, kaum 
aber fiir das Auftreten eines Migrationsstoffes. Gerade an dem von 
ihm vorgeschlagenen Untersuchungsobjekt, an Ascaris, sind von 
BONNEVIE (1913) Spindelansatzstellen beschrieben, die wohl nur als 
Migrationsstoffzungen zu deuten sind. Somit erscheint mir der von 
GuRwITscH erhobene Einwand fiir die hier entwickelte Theorie nicht 
zuzutreffen. 

Wenn der Nucleolus auch wahrend der Mitose erhalten bleibt. 
wie wir es manchmal bei Pflanzenzellen finden, so kann er bei 
iquatorialer Lagerung (FREW und Bowen, 1929) geteilt werden, wobei 
je ein Stiick zu einem der beiden Spindelpole wandert. Dies ist ein 
Verhalten, das bishe~ wohl nur unter Annahme einer Plasmastérung 
in der Spindel (TiscHLER, 1922) erklairt werden konnte. Unter der 
Voraussetzung einer gegen die Pole zu abnehmenden Hydratation 
_ der Spindel erscheint ein solches Verhalten des Nucleolus verstandlich. 
falls er mittels Adsorptivkraéften an der Spindel haftet. 





1 Siehe WASSERMANN 1929. 
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Die von ScHRADER (1935), HucHEs-ScHRADER und Ris (1941) und 
Ris (1942) ausgefiihrten Untersuchungen an Hemipteren haben 
weiteres wichtiges Material iiber die verschiedene mégliche Anheftung 
der Chromosomen an den Spindelkérper erbracht. Sie zeigten, daB 
es Mitosen gibt, in denen die Chromosomen nicht nur mit einer 
einzigen Stelle, dem Centromer (Kinotochor), an der Spindel haften, 
sondern auch in ihrer ganzen Linge nach mit der Spindel verbunden 
sein kénmen, dermafen, daB die Spalthalften in Paralellstellung 
zueinander den Polen zuwandern. SCHRADER bereits schlo8 daraus, 
da eine substantielle Verbindung entweder nur an einer pradeter- 
minierten Stelle, dem Centromer, bestehe, wie wir sie bei den meisten 
Objekten antreffen, oder da, wie hier aufgezeigt, eine solche 
Attraktion zwischen Spindel und Chromosomen deren ganzen Lange 
nach vorliegen ‘kann. 

Zu ahnlichen Ergebnissen fiihrte auch die von WHITE (1936) durch- 
gefiihrte Bestrahlung von Ascarissammelchromosomen, die zeigte, 
da alle Bruchstiicke des Mittelabschnittes normal in mitotischer 
Teilung angeordnet und verteilt werden. Hier kénnte man wohl noch 
vermuten, daB die einzelnen Stiicke zum Teil den kleinen somatischen 
Chromosomen der Ascariden entsprechen. Demgegeniiber zeigten aber 
auch die durch Réntgenstrahlen erhaltenen Bruchstiicke bei Steato- 
coccus (HUGHES-SCHRADER und Ris, 1941), da& jedes solche Stiick 
normales Mitoseverhalten aufiweist. Diese Befunde schlieBen wohl 
weitgehend eine Zugfaserhypothese als allgemeingiiltiges Mitoseprinzip 
aus.? 

Es mu, um zu einer einigermaBen berechtigten Vorstellung der 
Mitosetechnik zu gelangen, eine aufgestellte Theorie nicht nur den von 
uns heute als typisch bezeichneten Kernteilungsvorgang kausal er- 
kliren, sondern das gleiche Prinzip mu8 sich auch auf die uns ab- 
weichend erscheinenden Bilder anwenden lassen. Natiirlich brauchen in 
letzterem Falle, wenn die Mitose soweit gestért erscheint, daB sie ihre 
Funktion nicht mehr erfiilit, nicht nur Ausfalle von einzelnen Faktoren 
in der Ablaufskette der Mitose allein verantwortlich sein, sondern es 
kénnen dann noch zusitzliche, noch nicht niher analysierbare Krifte 
die Schuld am Mifilingen tragen. 

Dennoch glaube ich, da& es z. B. méglich ist, die Wanderung von 
Chromosomen bei unipolaren Spindeln mit einer, durch lokale Hydra- 
tation bei gleichzeitiger Adsorption der Chromosomen auftretenden Mi- 
gration zu erkléren. In diesen Fallen ist z. B. nach der von BONNEVIE 
(1947) neuerdings vertretenen Vorstellung eines Wirkungsantagonis- 
mus zwischen einer Zentralspindel und einem Mantel von Chromo- 


esi Ich glaube, da8 auch die Untersuchungsergebnisse von S. DE TOLEDO 
Piza bei Skorpionen (the American Naturalist, Vol. LXXVII, 1943) in 
unserem Sinne erklarbar sind. 
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somenfasern kaum eine befriedigende Interpretation des vorliegenden 
Beobachtungsmaterials méglich. 

Bei Annahme der hier ausgefiihrten Theorie eriibrigt es sich, die 
verschiedenen Spindelfasern als prinzipiell verschiedene Elemente anzu- 
sehen. Die durchlaufenden Fasern (continuous fibers) sind solche, die 
von den Chromosomen nicht als Gleitbahnen verwendet werden, die 
,Zugfasern“ (chromosomal fibers) entsprechen den noch unverander- 
ten Fasern, und jene Elemente, die sich zwischen den auseinander- 
weichenden Chromosomen befinden (interzonal connections), sind die 
gleichen Fasern wie zu Beginn der Anaphasebewegung, nur sind sie je 
nach dem vorliegenden Mitosetypus mehr oder weniger weitgehend im 
Sinne einer ‘Hydratation verandert. 

Lediglich die Annahme einer in der Aquatorialzone beginnenden 
Hydraiation der Gelstrukiuren des Spindelkérpers gibt uns somit die 
Méglichkeit, sowohl die selbstindige Chromosomenmigration der 
1. Phase der Polwanderung, sowie die sekundire Verlingerung des 
Spindelkérpers in der 2. Phase zu erklaren. 

Ich glaube mit der vorliegenden Arbeit gezeigt zu haben, daB es 
méglich ist, die Kausalanalyse der Anaphase weiter vorzutreiben und 
hoffe, daB weitere Untersuchungen in dieser Richtung uns zu einem 
tieferen Verstindnis der Mitosemechanik fiihren werden. 

Es ist vorgesehen, der Darstellung der im Bereiche der Centromeren 
auftretenden Strukturen eine eigene Studie zu widmen, wobei auch im 
Zusammenhang mit der Beniitzung verschiedener Fixierungsmittel die 
Frage der Artefaktbildung beriicksichtigt werden soll. 


6. Zusammenfassung. 


An Spermatocyten der Feldgrille wird gezeigt, dai die Chromosomen 
in der ersten Anaphasehilfie an der Spindelansatzstelle mit der Tei- 
lungsspindel unier Mitwirkung einer, ihrem farberischen Verhalten 
nach nur den Chromosomen zuzuordnenden Substanz in Verbindung 
steht. Diese wird als Migrationsstoff bezeichnet. Sie wurde mit Safranin 
und mit Eisenhématoxylin dargestellt. Die FEULGENsche Reaktion er- 
gab, da8 sie keine Thymonukleinséure enthalt, woraus auf eine nahe 
Beziehung zum ebenfalls nukleinséurenegativen Centromer geschlossen 
wird. 

An Hand der histologischen Befunde und der vorliegenden Literatur 
wird darauf hingewiesen, da8 die Aquatorialspindel (,,Stemmkérper“) 
lediglich als ein Umwandlungsprodukt der Metaphasespindel aufzu- 
fassen ist. Im Gegensatz zum entsprechenden Abschnitt der Metaphase- 
spindel, die gelartige Konsistenz und eine relative feste Oberfliche gegen- 
iiber dem umgetenden Cytoplasma aufweist, sind in der Aquatorial- 
spindel der Feinbau sowie die Oberflache verandert. Dafiir sprechen: 
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1. Das Verschwinden der Doppelbrechungserscheinungen im dqua- 
torialen Spindelabschnitt mit Fortschreiten der Anaphase (am lebenden 
Objekt). 

2. Die geringere Widerstandsfahigkeit der Aquatorialspindel gegen 
Deformierung durch Zentrifugieren. 

3. Die Verainderungen der Spindelfasern, gezeigt am fixierten und 
gefairbten Objekt, die bis zu einem vollkommenen Verschwinden in der 
spaten Anaphase fiihren kénnen. 

4. Die Langenzunahme der Aquatorialspindel bei vielen Objekten. 
' die von der zweiten Halfte der Anaphase an einsetzt. 

Das angefiihrte Befundmaterial fiihrt zur Annahme, dai die Aqua- 
torialspindel durch Verquellungs- bzw. Auflésungsvorginge (Hydra- 
tation) aus der Metaphasespindel hervorgeht. 

Da diese Verinderungen am Spindelkérper erst auftreten, nachdem 
die Chromosomen iiber den betreffenden Spindelabschnitt gewandert 
sind, wird vermutet, da8 die Hydratation durch den Migrationsstoff ent- 
weder direkt (fermentativ) oder indirekt (katalytisch) bewirkt wird. 

Unter der Voraussetzung, dai der Migrationsstoff an gewissen 
festen Oberflichenstellen der Spindel adsorbiert ist, wird gezeigt, daB 
er (siehe auch Modellversuche) von Stellen bereits in Lésung begriffe- 
ner Oberflichen zu Stellen noch unveranderter Oberfliche wandern 
muB. 

Diese Adsorptionskrafte werden, eine feste Verbindung zwischen 
Chromosom und Migrationsstoff vorausgesetzt, als Ursache der selb- 
stindigen Chromosomenbewegung (wie wir sie besonders in der ersten 
Halfte der Anaphase finden) angesehen. 

Fiir die zweite Hilfte der Anaphasebewegung der Chromosomen 
wird bei dem gewihlten Untersuchungsobjekt eine Streckung der Aqua- 
torialspindel aufgezeigt. 

Es wird an Hand von einigen bekannten cytologischen Tatsachen die 
kausalanalytische Verwendbarkeit der Migrationsstofftheorie dargetan. 


II. Modellversuche zur anaphasischen Chromosomenwanderung. 
Von E. Kupka und F. SeEeicn, Graz. 


In der vorangegangenen Arbeit von E. Kupka wird der Versuch 
unternommen, die Chromosomenbewegung auf bestimmte, physiko- 
chemische Vorginge zuriickzufiihren, die fiir ihr Zustandekommen 
keine anderen Voraussetzungen benétigen, als solche, die bereits be- 
kannien Zellfunktionen zugrunde liegen: das Vorhandensein von Ad- 
sorptionskraften an inneren Zelioberflichen und das Auftreten von 
Fermentreaktionen, die Zustandsinderungen derartiger Oberflichen 
bewirken. In Nachfolgendem soll gezeigt werden, da auch in primi- 
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tiven Modellsystemen, nach gleichartigen Zustandsinderungen von 
Oberflachen, gerichtete. der Chromosomenbewegung anaioge Bewegun- 
gen kleiner Teilchen bewirkt werden ‘kénnen. Der Beschreibung dieser 
Modellversuche schicken wir eine kurze Erérterung aligemeiner Be- 
dingungen der Adsorption voran. 

Man unterscheidet zweckmaBig zwischen” spezifischen und un- 
spezifischen Adsorptionsvorgangen, zwischen denen allerdings ein 
flieBender Ubergang besteht, — ebenso auch zwischen spezifischer Ad- 
sorption und charakteristisch chemischen Oberflaichenreaktionen. Ob- 
woil bei: der spezifischen Adsorption auch typisch chemische A ffini- 
titen wirksam werden, wird hier das Reaktionsgleichgewicht nicht 
allein durch sie bestimmt, — es kommen auch unspezifische Bindungs- 
krafte zur Geltung. 

Diese letzteren, auf die es bei den unspezifischen Adsorptionsreak- 
tionen in erster Linie ankommt, sind im wesentlichen auf die Absiatti- 
gung von Restvalenzen bzw. von ,,vVAN DER WaAALschen Kriften“ zu- 
riickzufiihren. Gegebenenfalls spielen auch elektrosiatische An- 
ziehung- und Abstofungskrafte eine Rolle, welche dann zur Foige 
haben, da vorwiegend positive oder negative Ladungstrager adsorbiert 
werden (Elekiroadsorption). 

Es besteht nun eine Beziehung zwischen der Adsorptionsaffinitat 
und der Héhe der freien Grenzflaichenenergie der adsorbierenden Grenz- 
flache (fiir die Adsorption von Kolloiden oder Mikroteilchen ist die 
Grenzflichenenergie von Adsorbend und Adsorbens zu beriicksichti- 
gen). Je héher die freie Oberflichenenergie der adsorbierenden Ober- 
flaiche ist, desto gréfer ist der mégliche Energieabfall bei der Anlage- 
rung eines Stoffes, d. h., desto fester ist unter sonst gleichen Bedingun- 
gen die unspezifische adsorptive Bindung und desto gréBer ist die Ad- 
sorptionstendenz eines gegebenen Stoffes (SEELICH, Bioch. Z. 286, 396. 
1936). 

Leider ist eine direkte Messung von freien Oberflichenenergien bzw. 
von Grenzflaichenspannungen, nur an der Grenzfliche einer Fliissig- 
keit gegen ein Gas oder gegen eine zweite Fliissigkeit méglich; man 
kann aber fiir die Beurteilung von Oberflichenenergien an der Grenz- 
flache eines festen Kérpers und einer Fliissigkeit noch eine andere Ge- 
setzmafigkeit heranziehen, die den Schliissel fiir das Verstaéndnis zahl- 
reicher biologischer Kolloidreaktionen darstellt: die Oberflichen- 
energien an der Grenzfliche einer fliissigen Phase (I) gegen eine 
eweite Fliissigkeit oder gegen einen festen Kérper (II) ist um so niedri- 
ger, je stirker die an die Fliissigkeit (1) grenzenden Molekiilgruppen 
der anderen Phase (I1) solvatisiert sind (SEELICH, |. c.). 

Handelt es sich, wie in biologischen Systemen, um die Grenzfliche 
eines fliissigen Lipoids oder eines festen Kérpers (Faserprotein, Pro- 
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teingel usw.) gegen eine waBrige Lésung, so ist die freie Oberflichen- 
energie um so niedriger, je starker die Molekiilgruppen der Oberflaiche 
der nichtwaBrigen Phase hydratisiert sind. Damit ist gesagt, daB jede 
Reaktion, die zu einer geringeren Wasseraffinitat der Oberflachenmole- 
kiile der nichtwaBrigen Phase fiihrt, die freie Oberflachenenergie erhéht 
und somit zu einer stirkeren Bindung adsorbierbarer Stoffe fiihrt. Um- 
gekehrt wird jede Erhéhung der Wasserbindung der die Grenzschicht 
bildenden Mofekiile die Adsorptionstendenz unspezifisch adsorbieren- 
der Stoffe der wiBrigen Phase erniedrigen? 

Es kann auch der Fall eintreten, da8 bestimmte Stoffe erst dann ad- 
sorbiert werden, wenn durch eine chemische Reaktion die Hydratation 
der Grenzschicht erniedrigt wurde (z. B. erfolgt die adsorptive, un- 
spezifische Bindung des Komplementmittelstiickes des Serums nur dann, 
wenn die Oberfiiche der Bakterien oder fremden Blutzellen durch die 
Reaktion mit dem spezifischen Antkérper bzw. ,,Ambozeptor“ dehydra- 
tisiert wurde, d. h., wenn die freie Oberflichenenergie durch die che- 
misch gesteuerte Reaktion zwischen Antigen und Antikérper erhéht 
wurde (SEELICH, Biochem. Z. 287, 9, 1936). 

Anderseits bewirkt eine Hydratationssteigerung der Grenzschicht 
unter Umstinden eine Desorption adsorbierter Stoffe der waBrigen 
Phase. 

Hine weitere, fiir unseren speziellen Fall besonders wichtige Aus- 
wirkung der obenerwahnten Beziehung ist folgende: Ist eine adsor- 
bierende Oberfliche hinsichtlich der Héhe der freien Oberflichenenergie 
nicht homogen, so wird eine unspezifische Adsorption in erster Linie an 
jenen Stellen erfolgen, an denen die Oberflaichenenergie am héchsten ist, 
da der mégliche Energieabfall unter sonst gleichen Voraussetzungen 
dort maximal ist. Die Tatsache eines Gefilles der Oberflaichenenergie 
kann demzufolge bewirken, da8 kleine Teilchen, die primar nicht mit 
jener Stelle der Oberflaiche in Kontakt gekommen sind, an der die Ober- 
flachenenergie am héchsten ist, zu Punkten héherer Oberflichenenergie 
(zu Punkien geringerer Oberflichenhydtatation) hinwandern. Ein sehr 
eindrucksvolles Beispiel bietet in dieser Hinsicht die Wanderung von 
Bakterien an der Oberfliche von Makrophagen von den Pseudopodien 
zum ,,Hinterende“, dem Ort der héchsten Oberflichenenergie der Makro- 
phagenmembran (SEELICH, Monatshefte f. Chemie, 76, 174, 1946). Der- 
artige Lageverschiebungen adsorbierter Teilchen entsprechen den 


2 Hydratisiert sind in erster Linie ionisierende Molekiilgruppen, bzw. 
ganz allgemein polare Gruppen, die mit den ‘Dipolmolekiilen des Wassers 
in Reaktion treten. Es ist zu beachten, da® die Menge des durch Polarisation 
gebundenen Wassers an Oberflichen innerer Zellstrukturen durch osmotisch 
bewirkte Entquellung der Zelle kaum zu beeinflussen ist, da es in erster 
Linie das freie Wasser ist, das auf Grund eines osmotischen Ungleich- 
gewichtes der Zelle entzogen wird. 

Chromosoma, 3. Bd., Heft 4. 22 
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Grundgesetzen der Thermodynamik und sind immer dann zu erwarten. 
wenn ein Gefallé der Oberflachenenergie der adsorbierenden Oberflache 
gegeben ist. 

DaB fiir den Verlauf von Adsorptionsreaktionen unter Umstanden 
auch elektrostatische Krafte maBgebend sind, ist wohl selbstverstand- 
lich. Demnach ist fiir die Chromosomenwanderung die Méglichkeit in 
Betracht zu ziehen, da8 durch lokale Ph-Anderungen oder durch fer- 
mentative Freisetzung und Ionisation bestimmter Molekiilgruppen in 
der Spindeloberflache értliche Unterschiede im Charakter und in der 
Intensitaét elektrostatischer Kraftfelder auftreten und daf ein solches 
Intensitatsgefille der Oberflichenladung eine Lageaénderung der Chro- 
mosomen zur Folge hat. Die Annahme eines derartigen Intensitats- 
gefilles als Ursache der Chromosomenwanderung mu zu den friiher 
dargelegten energetischen Betrachtungen nicht im Gegensatz stehen, da 
eine Anderung der Oberflaichenladung zwangslaufig mit einer Ande- 
rung der Oberflichenenergie verbunden ist. 

Um die Chromosomenwanderung auf der Basis derartiger Energie- 
unterschiede zu erklaéren, sind demnach lediglich folgende Annahmen 
notwendig: : 

1. Es existiert ein Spindelkérper als eigene kolloidale Phase mit 
einer Oberfliche gegen das Cytoplasma. 

2. Im Stadium der Chromosomenwanderung ist die Oberflaichen- 
energie dieser Oberfliche nicht homogen, sondern anwachsend in der 
Richtung der Spindelpole. 

Nach dem heuiigen Stande der Zellforschung ist die erste Annahme 
wohl unbedenklich als erwiesen anzusehen. Was die Inhomogenitit der 
Spindeloberflache anbelangt, so kann eine solche z. B. dann zustande 
kommen, wenn zu einem bestimmten Zeitpunkt in der Gegend der Aqua- 
torialplatte, bzw. der Chromosomen selbst, ein Ferment freigesetzt oder 
aktiviert wird, das die Proteine der Spindel proteolytisch angreift und 
— wie es bei dem fermentativen Abbau von Proteinen ganz allgemein 
der Fall ist — durch Aufspaltung innerer Bindungen polare Molekiil- 
gruppen freisetzt. Diese reagieren unter Senkung der Oberflichen- 
energie mit den Dipolen des Wassers. Bei Diffusion eines solchen Fer- 
mentes oder Aktivators vom Zentrum der Spindel gegen die Pole, ent- 
steht dann zwangslaufig ein 'Gefalle der Hydratation, bzw. der Ober- 
flachenenergie. Dieses bedingt dann eine Wanderung adsorbierter Teil- 
chen — im speziellen Falle der Chromosomen — in der Richtung der 
Spindelpole. 

Man kann nun eine so bedingte Wanderung an Modellen demon- 
strieren. 

Es ist nicht schwierig, am Modell eine Teilchenwanderung auf 
Grund eines Gefilles der Oberflachenenergie zu erreichen, aber es ist 
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keineswegs einfach, dieses Energiegefillle auf fermentativem Wege zu 
erzeugen. Dazu ist es notwendig, da8 sich die fermentative Wirkung 
von einem bestimmien Ort radiar ausbreitet — z. B. von einer kleinen 
Menge Pepsinpulver, die auf einer Proteinunterlage aufgebracht 
wurde —, und da8 dabei, je nach Konzentration und Einwirkungs- 
dauer des diffundierenden Fermentes, in mit der Entfernung abnehmen- 
der Zahl hydrophile Gruppen freigesetzt werden. Nun hat aber das 
Pepsin, wie auch andere Eiwei8kérper, die Eigenschaft, an der Wasser 
Luftgrenzflache zu spreiten. d. h., sich unter Bildung von Oberfliachen- 
filmen rasch auszubreiten. Diese Kigenschaft ist mit den Erfordernissen 
eines solchen Versuches nicht leicht vereinbar. Denn wenn man auf 
einer mit Wasser, bzw. mit verdiinnter Salzsiure bedeckten Proteinober- 
flache eine kleine Menge Pepsin aufbringt, so bildet, sich sofort ein 
Pepsinfilm an der Wasseroberflaiche, von deren Randlinie aus Pepsin- 
molekiile mehr oder weniger konzentrisch gegen die Mitte der EiweiB- 
flache weiterdiffundieren. Die unregelmaBige Verteilung des Pepsins be- 
wirkt dann ein unregelmifiges Gefille der freien Oberflaichenenergie, 
so da8 die Voraussetzungen fiir eine gerichtete Wanderung eines auf- 
gebrachten Teilchens nicht mehr gegeben sind. 

Nach einer Reihe vergeblicher Bemiihungen, wobei auch eine lokaie 
Pepsinaktivierung durch Salzséure versucht wurde, erwies sich dann 
die folgende, leider nicht sehr einfache Anordnung als brauchbar. 

Man taucht eine Haarschlinge in Ovalbumin oder Serum, zieht diese 
Sehlinge vorsichtig aus der Fliissigkeit und erreicht damit, daB sich, 
von ihr begrenzt, ein Eiweiffilm bildet. den man trocknen 1aBt (eine 
Drahtschlinge ist hierfiir unbrauchbar, da sich der Film beim Trocknen 
zusammenzieht urid Risse bekommt). Dann durchbohrt man ein Stiick 
eines photographischen Filmes, von dem die Gelatineschicht abgelést 
wurde, mit einer feinen Nadel, feuchtet den Eiweiffilm ein wenig an 
und klebt ihn iiber das Loch. Nun wird in den Eiweiffilm selbst, indem 
man eine Nadel durch das Loch des photographischen Filmes fiihrt, von 
unten her ein sehr feines Loch gebohrt (der Eiweiffilm darf hierbei 
nicht ganz trocken sein, da sonst Risse entstehen). Das ganze wird in 
eine feuchte Kammer gebracht und der Eiweiffilm durch Osmiumsaure- 
dampfe oberfliachlich leicht angegerbt. Hierauf bringt man etwas Pepsin 
in die Offnung des Loches, befeuchtet den EiweiBfilm mit einer n/50 HCl 
und setzt neben das Loch einen Paraffindltropfen von zirka 0,5 bis 
1mm Durchmesser (unter Verwendung einer spitz ausgezogenen Gias- 
kapillare). 

Die Gerbung darf nicht zu weitgehend sein, da es sonst nicht még- 
lich ist, eine geniigend diinne Wasserschicht aufzubringen (wenn die 
Grenzflaichenenergie Wasser/Protein zu gro8 ist, benetzt das Wasser 
nicht mehr). Ist die Wasserschicht zu dick, dann ist ein Haften des Ol- 
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tropfens infolge-des hydrostatischen Auftriebes schwer zu erreichen. 
Tetrachlorkohlenstoff, Brombenzol oder aéhnliche Stoffe mit einem spe- 
zifischen Gewicht iiber 1 kénnen deshalb nicht Verwendung finden, 
weil sie in Wasser teilweise léslich sind und die Fermentwirkung sowie 
auch die Grenzflichenenergie an der HCl/Proteingrenzflaiche beein- 
fiussen. 

In dem Mafe als das aktivierte Pepsin vom Loch aus den Eiweipfilm 
proteolytisch angreift, wandert der areaton langsam gegen die Peri- 
pherie (siehe Abb. 11). - 

Man becbachtet diese Bewegung am besten mit Hilfe eines biocularen 
Mikroskops mit eingelegter Langenskala. Aus der Ari der Fortbewe- 
gung la8t sich erkennen, da8 nicht Diffusionsstrémungen od. dgl. die 











Abb. 11. Abb. 12. Abb. 13. 


treibende Kraft sind, sondern die besprochenen Oberflachenkrafte. Dies 
ergibt sich vor allem aus der verschiedenen Gréfe des Randwinkels. 

Der sich einstellende Randwinkel resultiert aus drei Kraften:3 

1 die Grenzflichenspannung O1/Salzsiaure, 

2 die Grenzflichenspannung, bzw. freie Grenzflichenenergie Pro- 
tein/verdiinnte Salzsaure, 

3 die freie Grenzflichenenergie Ol/Protein. 

Mit zunehmender Freisetzung hydrophiler Gruppen an der Protein- 
oberflache wird 2 kleiner und 3 gréfer (siehe Abb. 12 und 13). Da die 
proteolytischen Abbauprodukte auch an der Grenzfliche Ol/Wasser 
aktiv sein diirften, wird auch 1 reduziert; dieser Effekt wird aber, wie 
die Vergré8erung des Randwinkels auf der Seite der héheren Pepsin- 
konzentration zeigt, durch die Zunahme von 3 und die Abnahme von 2 
iiberkompensiert. 

In dem MaBe als sich der Tropfen auf der Pepsinseite stirker ab- 
rundet und damit zusammenzieht, schiebt er sich auf der anderen Seite 
weiter vor, die Stellen geringerer Besetzung der Proteinoberflache mit 
hydrophilen Gruppen bevorzugend, so da manchmal pseudopodien- 
artige Ausliufer zu beobachten sind. 

Wir ermittelten dann noch eine viel einfachere Versuchsanordnung, 
' an Hand derer sich eine derartige Bewegung gegen das Gefille der 
Grenzflaichenenergie sicherer demonstrieren lat. 

Man taucht einen Objekttriger in eine Ovalbuminlésung und stellt 


3 Die Krafte an der Grenzlinie HCl—Paraffinél|—Luft diirfen hier ver- 
nachlassigt werden. 
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ihn schrag zum Trocknen auf. Hierbei flieBt ein Teil der Proteinlisung 
ab und das Trocknen der Proteinlésung erfolgt nicht gleichmaBig, son- 
dern beginnt am oberen Rand. Beim Trocknen von nativen, iéslichen 
Proteinen kommt es zu einer Oberflaichendenaturierung (die oberste 
Proteinschicht wird unléslich), die um so rascher erfolgt, je rascher die 
Trocknung fortschreitet. Da es sich bei Denaturierungsvorgingen um 
eine sterische Umlagerung der Eiweifmolekiile handelt, bei der wasser- 
affine Gruppen verschwinden, bzw. mit benachbarten Gruppen anderer 
Proteinmolekiile reagieren, steigt mit fortschreitender Oberflaichendena- 
turierung die Oberflachenenergie an der Grenzfliche gegen die waBrige 
Phase an. Damit bildet sich ein Energiegefille und es ist so die Voraus- 
setzung gegeben, da8 adsorbierte Teilchen in der Richtung des stairker 
denaturierten EiweiBbelages wandern. Tatsachlich kriecht ein Paraffin- 
éltropfen auf der noch feuchten Oberflaiche der EiweiSschicht in der zu 
erwartenden Richtung. 

DaB es sich auch hier nicht um irgendwelche Strémungen handeli, 
die den Tropfen mitfithren, ist deutlich daran erkenntlich, daB auch hier 
pseudopodienartige Fortsatze in der Bewegungsrichtung auftreten und 
auch die Randwinkel die von der Theorie geforderten Differenzen auf- 
weisen (siehe die Beschreibung der ersten Versuchsanordnung). 

Was den speziellen Teil der Chromosomenwanderung anbelangt, so 
ist die Annahme eines fermentativen Vorganges als auslésender Faktor 
wohl die natiirlichste, die man machen kann. Entweder das Ferment 
selbst oder ein Aktivierungsstoff mii&te dann im zentralen Teil der 
Spindel gebildet oder freigesetzt werden, so daB sich gegen die Spindel- 
pole ein Konzentrationsgefille des Fermentes ausbildet; damit nimmt 
die Zahl der zu einem bestimmten Zeitpunkt fermentativ freigesetzten 
hydrophilen Gruppen der Spindelsubstanz in der Richtung zu den Polen 
hin ab und die Grenzflichenenergie zu, bzw. sie sinkt mit Annéherung 
an das Aktionszentrum des Fermentes. Es ist wahrscheinlich, wenn 
auch noch nicht erwiesen, da8 es die Chromosomen selbst sind, die ein 
Ferment oder den Aktivator eines Fermentes freisetzen. Wie von KuPKA 
ausgefiihrt wurde, ist es vermutlich der von ihm als Migrationsstoff be- 
zeichneie Teil der Chromosomen, von dem die proteolytische Wirkung 
auf die Spindeloberflache ausgeht. Man muB allerdings auch die Még- 
fichkeit in Betracht ziehen, da& dieser Teil auf Grund einer von der 
iibrigen Chromosomensubstanz verschiedenen physikalisch-chemischen 
Struktur (er gibt keine Nukleinsaiurereaktion!), eine besondere Adsorp- 
tionsaffinitat zur Spindeloberflache besitzt und da ihm bei der Chromo- 
somenwanderung in erster Linie die Aufgabe eines Vermittlers der An- 
lagerung der Chromosomen an die Spindel zukommt. Fiir das Eintreten 
eines fermentativen proteolytischen Prozesses spricht auch die Beob- 
achtung, da&8 — vom zentralen Teil der Spindel ausgehend — eine Ver- 
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fliissigung der Spindelsubstanz erfolgt, deren Beginn zeitlich mit der 
Abwanderung der Chromosomen zusammenfallt. 

Was unsere Modellversuche anbelangt, so wurden sie lediglich in 
der Absicht unternommen, die Méglichkeit von Bewegungsvorgingen 
auf der Basis értlicher Unterschiede in der Héhe der freien Grenz- 
flachenenergie zu demonstrieren. Es erscheint uns zweckmaBig, fiir die 
Chromosomenwanderung so lange den einfachsten Mechanismus als 
Hypothese anzunehmen, solange man nicht ‘im der Lage ist, kompli- 
ziertere Vorstellungen experimentell hinreichend zu stiitzen. 
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UNTERSUCHUNGEN UBER DIE CYTOLOGIE POLYPLOIDER 
PFLANZEN I. 


Von 
GERTRUD LINNERT. 


Mit 7 Textabbildungen und 8 Tabellen. 
(Bingegangen am 25. Oktober. 1948.) 
A. Einleitung. 

Die neueren Untersuchungen der Chromosomenpaarung an poly- 
ploiden Pflanzen haben wohl eine Reihe entscheidender GesetzmaBig- 
keiten iiber das gegenseitige Verhalten von mehr als zwei homologen 
Chromosomen klarstelien kénnen, doch ist der Umfang der unge- 
lésten Probleme noch immer betriachtlich. So ist heute insbesondere 
noch die Frage nach den Bedingungen des Uberganges von der Quadri- 
valenipaarung neuer, bzw. artifizieller Autopolyploider zu der Bi- 
valentpaarung, wie sie bei den natiirlichen Polyploiden gefunden wird, 
ungeklart. Die Arbeiten von DARLINGTON (1931), Upcottr (1939) und 
RapTOPouLos (1942), um nur einige wenige aus einer auferordent- 
lichen Fiille zu nennen, haben gezeigt, daB in der Regel Autotetra- 
ploide ihre Chromosomen zu Quadrivalenten verbinden, wahrend 
Allotetraploide mehr oder weniger Bivalente bilden. Eine scharfe 
Grenze besteht allerdings nicht, weil das Paarungsverhalten in erster 
Linie von der Homologie der Chromosomen abhangig ist und darin 
kénnen natiirlich gradweise abgestufte Differenzen zwischen ver- 
schiedenen Formen bestehen (MUNTzING, 1935). Eine Reihe von 
Fallen, wie sie durch v. WETTSTEIN (1937) sowie PrRopacH (1937) 
erarbeitet wurden, lassen sich jedoch nicht als Homologieverinde- 
rungen interpretieren, so da8 auch noch andere Faktoren bei der 
Regulation des Paarungsmechanismus eine Rolle spielen miissen. Die 


1 1. Teil einer Dissertation der nat.-math. Fakultét der Universitit Frei- 
burg i. Br. Ich danke meinem Lehrer Prof. Dr. F. OFHLKERS fiir die An- 
regung zum Thema und Herrn Prof. MARQUARDT, Frl. Dr. HARTE und Frau 
VANSELOW-METZz fiir vielfache Mithilfe. 
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vorlaufignoch recht unbefriedigende Einsicht indieses nach theoretischen 
wie praktischen Gesichtspunkten in gleicher Weise bedeutsame Pro- 
blem macht es wiinschenswert, hier mit erneuter Arbeit einzusetzen. 
Es wurde deshalb der Versuch gemacht, verschiedene Einzelfaktoren, 
von denen einen Ejinflu8 erwartet. werden kann, zu analysieren, 
wobei besonderer Wert auf quantitative Bestimmung gelegt wurde. 
Solche sind notwendig, weil der allmahliche Ubergang von einer 
Quadrivalentpaarung zu Bivalentpaarung die Annahme zulaBt, daB 
die Anderungen des physiologischen Gefiiges auch schrittweise ab- 
laufen und dann nur quantitativ erfaBt werden kénnen. Wir unter- 
suchen autotetraploide Oenothera und die Bastarde zwischen diesen. 
Leichte Kreuzbarkeit einerseits, und anderseits weitgehende chromo- 
somale und genetische Analyse dieses Objektes lassen es zu, wie das 
Folgende zeigen wird, da& auch noch Beziehungen zu neuen Fak- 
toren, iiber die schon bekannten hinaus, aufgefunden und einer Be- 
arbeitung zugefiihrt wurden. 


B. Material und Methode. 


Die Ausgangsformen unserer tetraploiden Oenotheren sind kalifornische 
Homozygoten, die sich wie gute Arten verhalten, einférmige Bastarde liefern, 
also keinerlei Komplexspaitung zeigen und in der Meiosis ihte Chromosomen 
meist zu Bivalenten anordnen (CLELAND 1926, 1935). Bezogen auf die Enden- 
verteilung der Oenothera Hookeri, die als Normalform gilt, finden sich auch 
bei diesen Homozygoten translozierte Chromosomen, doch sind diese nicht 
mit Letalfaktoren versehen, sie kénnen sich zufallsgema8 umkombinieren, d. h. 
bei Formen mit Ringen gibt es in der Nachkommenschaft neben ebensolchen 
Pflanzen auch solche mit Bivalenten. So gibt es von der Oe. franciscana zwei 
Linien, die sich beziiglich der Anordnung der Chromosomenenden unterschei- 
den. Unsere Linie hat dieselbe Chromosomenformel wie Oe. Hookeri, also die 
Normalform, die Bastarde mit dieser haben ebenfalls sieben Bivalente. Die 
Oe. Johannsen bildet in sich selbst sieben Bivalente, bezogen auf Oe. Hookeri 
besitzt sie jedoch eine reziproke Translokation, der Bastard hat also einen 
Viererring. 

Die Bastarde zwischen den hier verwendeten Arten sind véllig normal, die 
Meiosis zeigt keinerlei Anomalien und die Paarung der Chromosomen ist voll- 
stindig. 

Das Vorgehen war folgendermafen: Von den diploiden Ausgangsformen 
wurden nach der Colchicinmethode Tetraploide hergestellt (STRAUB 1941). 
Das geschah durch Auflegen von Wattebiuschen, getrinkt mit wafriger Col- 
chicinlésung von 0,05—0,1°%e auf Rosetten, die sich eben anschickten zu 
schieRen. Acht Tage lang wurden die Wattebiusche taiglich erneuert und 
stindig feucht gehalten. Wahrend dieser Zeit standen die Pflanzen in schat- 
tierten Friihbeetkisten. Unter 90 so behandelten Pflanzen waren 6 Chimiiren, 
deren tetraploide Bliiten geselbstet wurden. Ihre Nachkommenschaft diente der 
zytologischen Untersuchung und zum Weiterkreuzen. Zu den Bastarden ge- 
langten wir auf zwei verschiedenen Wegen: durch Bastardierung der tetra- 
ploiden Eltern und durch Kreuzung der diploiden Ausgangsformen und Poly- 
ploidisierung der Bastarde. Allerdings konnten wir wegen der Schwierigkeit 

22a 
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der Colchicinbehandlung im letzten Fall erst die F, untersuchen. Folgende 
Arten gelangten zum Vergleich: 

1. Diploide Ausgangsformen: 

Oe. Hookeri de Vries; 

Oe. Hookeri Freiburg (entstanden aus einer Haploiden, die nach Réntgen- 
behandlung aufgetreten war) (OEHLKERS 1940); 

Oe. franciseana de Vries; 

Oe. Hookeri Freiburg X Oe. franciscana de Vries; 

Oe. franciscana de Vries X Oe. Hookeri Freiburg. 

Alle stammten aus den Kulturen von Herrn Prof. Dr. OEHLKERS, Frei- 
burg i. Br. : 

2. Kiinstlich hergestellte Tetraploide: 

Oe. Hookeri de Vries 4n; 

Oe. Hookeri Freiburg 4n; 

Oe. franciscana de Vries 4n; 

Oe. Hookeri Freiburg X Oe. franciscana de Vries 4n; 

Oe. franciscana de Vries 4n X Oe. Hookeri Freiburg 4n; 

(Oe. Hookeri Freiburg X Oc. franciscana de Vries) 4n; 

(Oe. franciscana de Vries X Oe. Hookeri Freiburg) 4n: 

Oe. Hookeri Freiburg 4n X Oe. Johansen 4n. 

Bekanntlich ist der Vertauf der Paarung und Chiasmenbildung in der 
Meiosis weitgehend von den Aufenbedingungen abhingig, deshalb wurden die 
Versuchspflanzen vor dem Fixieren eine Zeit lang konstanten Bedingungen 
ausgesetzt: abgeschnittene Infloreszenzen von 45cm Linge wurden zu je 3 in 
Erlenmeyerkolben mit 300 ccm Leitungswasser gestellt und 6 Tage im Kilte- 
thermostaten bei 10° gleichmifiger kiinstlicher Beleuchtung und Luftfeuchtig- 
keit gehalten und dann fixiert. 

Die Diakinese von Oenothera ergibt gute mikroskopische Bilder. Die- Bin- 
dungen zwischen den Chromosomen sind deutlich erkennbar. Nur eines ist 
dabei stérend: das haufig vorkommende Interlocking, das in: manchen Fillen 
die Entscheidung schwer macht, ob man ein Quadrivalent vor sich hat oder 
zwei interlockte Bivalente. Doch darf man annehmen, daf der Fehler, der durch 
diese geringe Unsicherheit der Ausziahlung entsteht, bei allen Formen gleich 
grof8 ist und deswegen keine Verfilschung der Ergebnisse beim Vergleich 
mehrerer Formen ergibt. — Es wurden stets 100 Zellen jeder Form analysiert 
und gezeichnet, und danach die Zeichnungen ausgewertet. Die Fixierung er- 
folgte mit Alkohol-Eisessig 2 : 1, die Verarbeitung nach der Koch- und Quetsch- 
methode mit Essigkarmin (MARQUARDT 1937). 

Mikroskopische Optik: Binokulares Staitiv Seibert, Olimmersion 100X und 
90, Okulare 15X, mikrophotographische Finrichtung Zeif. 


(. Empirische Ergebnisse und die Deutung der Figuren. 
I. Die Quadrivalentfiguren. 


Die Gattung Oenothera hat fiir die cytologische Untersuchung 
besondere Nachteile und Vorziige. Die Nachiteile bestehen darin, da8 
die friihen Stadien bis einschlieBlich des mittleren Diplotiins nahezu 
unzuginglich sind. Damii entfallt die Méglichkeit, das urspriingliche 
Paarungsverhalten der Chromosomen festzustellen, wie es sich im 
typischen Pachytiin abzeichnet. Der besondere Vorzug der Gattung 
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besteht wiederum in der Ausgestaltumg des spiten Diplotans, hier als 
Diakinese bezeichnet. Die Ohromosomen, mit nunmehr terminalisierten 
Chiasmen sind auseinander geriickt und lassen sich als Bivalente 
oder Quadrivalente mit ungewéhnlicher Klarheit iitbersehen. Das 
Studium des Paarungsverhaltens der Tetraploiden kann demnach hier 
nur von einer Analyse der Quadrivalente in der Diakinese ausgehen, 
worin die vier in einem Quadrivalent vereinigten Chromosomen nur 
noch durch die Endchiasmen verbunden sind. Doch 14Bt sich aus 
der Art und Lage dieser Verbindungen sowohl die Chiasmenbildung 
als atich der Partnerwechsel der Chromosomen, wié sie in den vor- 
hergehenden Stadien erfolgt sind, rekonstruieren und somit zugleich 
ein Einblick in den gesamten Paarungsablauf der Chromosomen 
gewinnen. Diese Analyse der Quadrivalentfiguren geschieht zunichst 
ganz unabhangig von der Form, in welcher sie gefunden wurde. Wie 
schon im vorhergehenden Abschnitt angegeben, ist das Material so 
gewonnen, da von 8 verschiedenen Formen je 100 vollstandig iiber- 
sehbare Zellen gezeichnet wurden. Daraus kémen also fiir diese 
Uberlegung 5600 Vierergruppen miteinander in Vergleich gesetzt 
werden. Es zeigt sich, da8 darunter 2827 Quadrivalénte sind, die mit 
der Haufigkeit ihres Auftretens in die Abb. 1 eingetragen sind. Alle 
iibrigen Vierergruppen sind nicht als solche erkennbar, weil sie 
mangels Partnerwechsel oder durch Ohiasmenausfall in Bivalente 
oder Univalente auseinandergetreten sind. Die Diakinesefiguren werden 
in derAbbildung nach der Weise von DARLINGTON (1951) jeweils mit 
dem konstruierten Pachytin zusammengestellt, aus dem sie herge- 
ieitet werden kénnen. Fiir eine derartige Rekonstruktion sind folgende 
Vorausetzungen mafgeblich: 1. Paarung im Pachytén unter vier 
Chromosomen erfolgt stets so, da8 nie mehr als zwei Chromosomen 
auf einer Strecke konjugiert sind. 2. Bei Einbeziehung von mehr als 
zwei ‘Chromosomen in einen Gesamtpaarungsvorgang mu dem- 
entsprechend ein Partnerwechsel stattfinden. 3. Die gepaarten Stiicke 
bilden Chiasmen. 4. Die Chiasmen terminalisieren bis zur Diakinese 
volistandig. 5. Die Bewegungsrichtung der Chiasmen geht stets von 
der Insertionsstelle aus terminalwirts. 6. Mehrere Chiasmen in einem 
Paarungsabschnitt werden zu einem Endchiasma zusammengeschoben. 
— Betrachtet man die Quadrivalentfiguren unter diesen Voraus- 
setgzungen, so ergibt sich fiir jede die daneben dargesteilte Pachytan- 
figur, wobei lediglich die Minimalzahl der erforderlichen Chiasmen 
und Partnerwechsel in den kritischen Chromosomenabschnitten ein- 
gezeichnet ist. Aus Voraussetzung Nr. 6 ergibt sich nun umgekehrt, 
daB das Vorhandensein eines Endchiasmas lediglich mitteilen kann. 
da& in dem entsprechenden Pachytanabschnitt iiberhaupt Chiasmen 
vorhanden waren, nicht aber, wieviele. Das Fehlen eines End- 
22 a* 
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chiasmas dagegen gibt eindeuiig an, da in dem_ entsprechenden 
Chromosomenabschnitt iiberhaupt kein Chiasma gebildet worden ist. 
Der Partnerwechsel der Chromosomen wird in den Diakinesefiguren 
nur dann erkennbar, wenn er durch Chiasmen fixiert worden ist; 
umgekehrt, sofern in der Diakinese noch mehr als zwei Chromosomen 
zusammenhangen, mu mindestens einmal im Pachytain ein Partner- 
wechsel stattgefunden haben, tatsachlich also eine Quadrivalentfigur 
gebildet worden sein. 

Unter Voraussetzung der oben genannten Gesetzmafigkeiten 
ergibt sich noch eine ‘andere Folgerung: durch Partnerwechsel und 
Insertionsstelle wird ein Pachyténquadrivalent in verschiedene Seg- 
mente gegliedert, die sich 1. danach unterscheiden, welche von den 
vier Chromosomen miteinander gepaart sind und 2. nach welcher 
Richtung die Terminalisation der Chiasmen erfolgt. In einem Pachy- 
tanquadrivalent mit einem Partnerwechsel kann man demnach sechs 
verschiedene Segmente unterscheiden: vier terminale und zwei inter- 
stitielle; bei zwei Partnerwechseln auf entgegengesetzten Chromosomen- 
schenkeln gibt es vier terminale und vier interstitielle Segmente. 
Chiasmen, die auf den so unterschiedenen Segmenten gebildet werden, 
fiihren in der Diakinese zu Endchiasmen zwischen spezifischen Chro- 
mosomenenden. Bei mehr als zwei Partnerwedhseln pro Quadrivalent 
werden die Verhialtnisse kompliziert, diese kénnen sich je nach der 
Lage der Chiasmen entweder gegenseitig aufheben oder sie wirken 
gleichsinnig und entziehen sich damit der Beobachtung. 

Bei der Betrachtung der Diakinesefigyren, fiir die nunmehr unter 
Einhalt der oben abgeleiteten Grundsiitze die Pachytainfiguren kon- 
struiert werden sollen, kann man drei Gruppen unterscheiden. Die 
erste (Gruppe I) enthalt diejenigen Multivalente, deren Glieder ketten- 
formig mit einfacher Bindung aneinander hangen. Hine solche An- 
ordnung ist nur dann méglich, wenn alle Chiasmen terminal vom 
Ort eines Partnerwechsels liegen. Das J48t die Annahme zu, da der 
Partnerwechsel ziemlich dicht bei der Insertionsstelle gelegen war, 
oder zumindest im heterochromatischen Teil der Chromosomen, wo 
bekanntlich keine Chiasmen gebildet ‘werden. Die Zahi der Ketten- 
glieder ist von der Chiasmenhiaufigkeit abhangig, mit zwei Chiasmen 
zwischen benachbarten Ohromosomen wird eine Dreierkette gebildet, 
mit drei Chiasmen eine Viererkette, mit vier Chiasmen ein Viererring. 
Die Chiasmenordnung, die fiir diese Figuren notwendig ist, zeigt 
Abb. 1, Fig. 1, 2, 3. Eine zweite Gruppe (II) von Quadrivalenten 
laBt sich abgrenzen, wenn wir alle diejenigen zusammenfassen, bei 
denen an einer Stelle drei oder vier Chromosomenenden durch End- 
chiasmen miteinander verbunden sind (Abb. 1, Fig. 4, 5, 6, 7, 8, 10, 13). 
Diese Konfiguration setzt in einem Schenkelabschnitt Chiasmen 
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Abb. 1. Schemata der méglichen und gefundenen Diakinesefiguren und die ihnen zugrunde liegenden 
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zwischen mindestens drei verschiedenen Ohromosomen voraus, und das 
ist nur dann méglich, wenn mindestens ein Chiasma zwischen Pariner- 
wechsel und Insertionsstelle, ein anderes zwischen Partnerwechsel 
und Chromosomenende gebildet wurde. In diesem Fall mu8 also der 
Partnerwechsel ungefaihr in der Mitte der Ohromosomenschenkel 
erfolgt sein, so daB diesseits wie jenseits desselben ein geniigend 
langer euchromatischer Chromosomenabschnitt vorhanden war, auf 
dem Chiasmen entstehen konnten. Durch verschiedenartig gelegene 
weitere Chiasmen kann man leicht zu den verschiedenen Typen dieser 
Gruppe kommen. Die Pachytainzeichnungen zu den oben genannten 
Figuren in Abb. 1 veranschaulichen die (Beziehung. Die letzte Gruppe 
(III) endlich ist dadurch charakterisiert, daB in den Multivalenten an 
zwei Stellen mehr als zwei Chromosomen durch Endchiasmen mit- 
einander verbunden sind. Dies ist dadurch zu erklaren, daf auf 
beiden entgegengesetzten Schenkeln Chiasmen in einem interstitiellen 
und in einem terminalen Segment gebildet wurden. Verschiedene 
Chiasma-Anordnungen lassen die Fig. 9, 11, 12 und 14 in der Abb. 1 
entstehen. Die Hiufigkeit, in welcher die Figuren in unserem Material 
auftraten, ist durch die Zahlen angegeben, die in Abb. 1 unmittelbar 
unter den Diakinese-Bildern stehen. 

Die quantitative Auswertung der bisherigen Ergebnisse ist jedoch 
einer spezifischen Beschrankung unterworfen: Durch Bindungsausfall 
kann eine zahlenmafige Verschiebung innerhalb der Gruppen zustande 
kommen. So gelangen alle Figuren, die aus der Pachytéinanordnung 
der Gruppe II hervorgegangen sind, in die Gruppe I, wenn zufiallig 
in den intersiitiellen Segmenten kein Chiasma gebildet wurde. Die 
Figuren der Gruppe III gehen in die der Gruppe II iiber, wenn auf 
einer Seiie die interstitiellen Segmente ohne Chiasmen bleiben. Sofern 
jedoch zufallig nur in den terminalen Segmenten Chiasmen zustande 
kommen, entstehen entweder Figuren der Gruppe IJ oder zwei Bivalente. 
Eine vierte Gruppe ist noch denkbar, kann aber nicht in der Diakinese 
erkannt werden: falls ein Partnerwechsel in der Nahe der Insertions- 
stelle liegt und ein anderer auf dem entgegengesetzten Schenkel inter- 
stitiell, dann ist in der Diakinesefigur lediglich der interstitielle 
Partnerwechsel erkennbar. Diese Einschrinkungen sind bei der nun 
folgenden Betrachtung der quantitativen Verhiltnisse zu_beriick- 
sichtigen. 


II. Lage und Héufigkeit der Partnerwechselformation. 


Bs zeigte sich, da8 von unseren Diakinesefiguren 1868 = 66,08°/o 
in die oben definierte Gruppe I einzuordnen sind, 893 = 31,59°/o in 
die Gruppe II und nur 66 = 2,33%/o in die Gruppe III. Nach unseren 
vorhergehenden Uberlegungen hat die Gruppe I durch Bindungsaus- 
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erlitten, dagegen ‘aber auch einen Zuwachs durch Modifikation der 
Gruppe II und III. Bei Gruppe II ist ein Verlust nach Gruppe I, 
ein Zuwachs aus Gruppe III zu erwarten, bei Gruppe IIT lediglich 
Verluste nach den beiden anderen Gruppen hin, ganz abgesehen davon, 
daB aus dieser wie avis Gruppe II direkt Bivalente entstehen kénnen. 
Dadurch miissen sich die urspriinglichen Haufigkeiten so verindert 
haben, da8 die Gruppen I und II ungefaihr denselben Umfang behalten 
haben, Gruppe III dagegen hat allein' abgenommen. Unter Beriick- 
sichtigung dieser Verhaltnisse léBt sich iiber die Lage eines einzelnen 
Partnerwechsels aussagen, da8 dieser in ungefihr zwei Drittel aller 
Falle im mittleren Teil der Chromosomen, in einem Drittel mehr dem 
Ende zu liegt. Uber die Hiaufigkeit des Partnerwechsels 1481 sivh 
eine Konstatierung treffen, wenn man die empirischen Zahlen mit 
der theoretischen Erwartung vergleicht, wie oft unter den 5600 Vierer- 
gruppen von 800 Zellen pro Vierergruppe 0, 1 und 2 Partnerwechsel 
auftreten. Die Berechnung erfolgte nach folgender Uberlegung. Denkt 
man sich die vier Chromosomen einer Vierergruppe zu einer einheit- 
lichen Figur parallel gelagert. so kann man von den Insertionsstellen 
in der Mitte aus die beiden aus je vier Gliedern bestehenden Enden 
als einheitliche Schenkel auffassen, worin entweder iiberhaupi kein 
Partnerwechsel, oder nur in einem oder in allen beiden ein solcher 
vorkommen kann. Wir konnten im Ganzen 2893 Partnerweclisel auf 
5600 Vierergruppen konstatieren. Das bedeutei eine durchschnittliche 
Partnerwechselfrequenz von 0,516 pro Vierergruppe oder von 0,258 pro 
Schenkelgruppe. Dementsprechend miissen 0,742 Schenkelgruppen pro 
Vierergruppe ohne Partnerwechsel bleiben. Daraus_ ergeben 
sich durch Kombination auf die 5600 beobachteten Vierer- 
gruppen bezogen, die in Tabelle 1 dargestellten theoretischen 
Zahlen. Man sieht daraus weiter, da& zwischen Erfahrung 
und Erwartung eine gesicherte Differenz besteht, die nun 
der Interpretation bedarf. Es sind kurz gesagt, zu viel Figuren mit 
einem Partnerwechsel, zu wenig mit zweien oder ohne einen solchen. 
Die starkste Differenz besteht bei der Zahl der Figuren mit zwei 
Partnerwechseln, die in viel zu geringem Mafe auftritt. Kein Zweifel, 
daf diese Differenz nicht durch Bindungsausfall zu verstehen ist. Es 
diirfte sonst auf keinen Fall eine Erhéhung der Werte mit einem 


Tabelle 1. Die Haufigkeit des Partnerwechsels im Quadrivalent 
im Vergleich mit der theoretischen Erwartung. 














OPW 1PW 2PWw Vierergruppen PW 
Gefunden....... 2773 2761 66 5600 2893 
Berechnet :..... 3081 2145 374 5600 2893 
Differenz ....... — 308 - 616 — 308 
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Parinerwechsel- geben. Abgesehen davon wird sich spiater noch aus 
anderen Griinden erweisen, da8 ein Einflu8 des Bindungsausfalls 
auf den Partnerwechsel durch den Bindungsausfall in diesem Umfang 
nicht méglich ist. Wir missen also fiir die Formation eines zweiten 
Partnerwechsels bei schon bestehenden ersten die Wirkung einer 
Interferenz als gegeben erachten. 


III. Das Verhalien der einzelnen Arten und Bastarde. 


Die empirischen Ergenbnisse unserer Untersuchungen sind in der 
Tahelle 2 dargestellt, auf Grund der Auszahlungen von je 100 beliebig 


Tabelle 2. Die Verteilung der Konfigurationen. 
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2 | freie Enden ......... 2 2, — 2 3 1} — 
3] notwendige Partner- 

wechsel ........... — -- ~~ 1 1 1 2 
4 | Oc. Hookeri de Vries 4n 298 | 351] 267 84 4 18 | — 
5 | Oe. Hookeri Freiburg 4n 286 | 315] 273 97 4 24 — 
6 | Oe. franciscana 4n... 229 | 262] 350 85 5 38 ae 
7 | Oe. Hookeri 4n x 

xX franciscana 4n.. 148} 216] 540 50 7 19 | — 
8 | Oe. (Eookeri x 

x franeiscana) 4n . 156] 201] 467 42 2 27 — 
9 | Oc. franciscana 4n x 

x Hookeri 4n..... 129| 184] 426 34 4 30 2 
10 | Oe. (franciscana x 

<x Hookeri) 4n.... 144 195 390 47 6 25 — 
11 | Oe. Hookeri 4n.x 

x Johansen 4n.... 152] 235] 231 75 5 27 1 
12 | Summe... | 1542 | 1959 | 2944 | 514 | 37 | 208 | 3 


gewahliten Diakinesezahlen jeder untersuchten Art. Diese Zusammen- 
steliung 148t weitere Auswertung nach verschiedenen Richtungen zu. 
in der ersten Horizontalreihe sind alle méglichen und auch gefundenen 
Konfigurationen angeordnet. In der zweiten Zeile ist angegeben, wie- 
viele freie Enden die betreffende Figur aufweist, in der dritten Zeile 
die fiir jede Figur nétige Mindestzahl von Partnernwechseln. In den 
senkrechten Spalten darunter ist dargestellt, wie oft die betreffende 
Figur unter 100 Zellen gefunden wurde, wobei die Ergebnisse an den 
verschiedenen Formen einzeln untereinander gesetzt wunden. In die 
letzte Spalte sind die anormalen Konjugationsgruppen eingetragen, die 
in unserem Material auftraten. 
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a) Die Partnerwechselfrequenz. 


Um festzustellen, ob hinsichtlich der Zahl der Partnerwechsel zwi- 
schen genetisch verschiedenen Formen Differenzen bestehen, wurde die 
Partnerwechselfrequenz der reinen Arten und Bastarde festgestellt und 
verglichen. Als Ma dafiir gilt die Zahl der aufweisbaren Partner- 
wechsel pro Zelle, wie sie auf Grund obiger Uberlegungen aus den 
Quadrivalenten festgestellt wurde. Die Bewertung der Einzelfiguren 
gibt Zeile 2 von Tabeile 2. Dabei zeigte sich, daB tatsaichlich charakte- 
ristische Unterschiede in der Haufigkeit bestehen (Tabelle 3). Die reinen 
























































| SoZ | 5| 3 
| | p+ ZS oe Gpictivs | | & 
| | i | | 4 ° 

| =| 8 
| 2 | 3| 4 1 | 2 2 | a | 1 —# | 

| 
1 | 1 1 1 2 1 1 1 2 2 
152 ty gen 14 1 4 Se ae te yee ae yes 
107 | 13) — 23 3 5 10 | 64| — 1 |13 

4; 17} — 36 4 8 19; 54) — ei 

75 8| — | 33] 7 toe | wee 1] 9 

89} 13| 1 | 47 5 6 44 | 62 2 2/\2 

10s | 17| 1 48 3 | 18 32 | 72 4 2/14 

112 3 | 45 & |. 2 23 | so | — 1 |18 

eT art so) al 8 12 21 55 3 4 | 4| 42 
| s50 | 110 | 5 | 287 | 37 | 72 | 174| 504| 10 | 16 |56 





Arten Oe. Hookeri de Vries 4n, Oe. Hookeri Freiburg 4n und Oe. fran- 
ciscana 4n haben Durchschnittswerte von 3,46; 3,68; 3,72 Partnerwech- 
sel pro Zelle, die innerhalb der Fehlergrenzen gleich sind. Eine Frei- 
landfixierung der Oe. Hookeri Freiburg 4n, die eine besonders hohe 
Chiasmafrequenz besitzt, ergab denselben Wert wie die Fixierung unter 
konstant 10°, nimlich 3,56 Partnerwechsel pro Zelle. Die Bastarde im 
franciscana-Plasma: franciscana 4n < Hookeri? 4n und (franciscana 
Hookeri) 4n F, haben eine relativ hohe Partnerwechselfrequenz, nim- 
lich 3,90 und 3,96; bei dem Bastard Hockeri 4n x franciscana ist sie 
besonders niedrig, sie betragt nur 3,10. Oe. (Hookeri < franciscana) 4n 


2 Zu den Kreuzungen wurde stets die Oe. Hookeri Freiburg verwendet, was 
in den Kreuzungsformeln nicht jedesmal ausdriicklich vermerkt wurde. 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 4. 23 
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Tabelle 3. Die Partnerwechselfrequenz (fir je 100 Zellen). 
Anzahl der Zellen mit n PW. 






































~ Streu- 
n 0}1])2)38/4]5/] 6] 7] 8 | MittelwertM | uog 
Hookeri de Vries 4n. | 3 | 2 |19]27/27|16] 5] 1 |—|3,46+0,13 | 1,36 
Hookeri Freiburg 4n. | 1 | 1 | 18{ 28/24/18) 9; 1 | —/ 3,68 + 0,133) 1,33 
franeiscana 4n ...... — | 3 |13} 27] 30/21] 5] 1 |—|3,72+0,122; 1,22 
Hookeri 4n x 
x franciscana 4n.. | 3 | 9 | 26) 24)19)14) 4] 1 | —| 3,104 0,147) 1,47 
(Hookeri x 
x franciscana) 4n. |—| 5 | 15) 29/}33)10) 7) 1 | —] 3,534 1,26 | 1,26 
franciscana 4n xX 
x Hookeri 4n..... —]| 1] 14} 24/27) 26] 6] 2 |—/| 3,90 + 0,122} 1,22 
(franciscana x 
x Hookeri) 4n.... |—| 1 | 15! 16} 34/25] 8|—/ 1 | 3,964 0,126) 1,26 
Hookeri 4n x 
x Johansen 4n.... |—}|—]| 4] 18| 25]27] 23] 3 | —| 4,56+1,24 | 1,24 
Hookeri Freiburg 4n 
(Fretang) ...>...: 1 | 3 | 16)29) 29) 16] 4] 2 |}—]| 3,56 





























dagegen steht in der Mitte swischen beiden und ahnelt den reinen Arten. 
Die Kreuzung Oe. Hookeri 4n x Johansen 4n steht ginzlich anBer der 
2eihe mit 4,56 Partnerwechseln pro Zelle. 

Diese Durchschnitiswerte, die alle zwischen 3 und 4 liegen, ergeben 
sich bei einer Variation von 0 bis 8 Partnerwechseln in einer Zelle, 
also innerhalb eines verhiltnismaBig groBen Spielraumes. Die Streu- 
ung 6 liegt ungefiihr bei 1,50, der mittlere Fehler um 0,130. Die Be- 
rechnung von 

Diff M,— M, 
mDiff m,2?—m,? 





Tabelle 3a. Diff/m diff fir die Mittelwerte der Partnerwechsel 

















pro Zelle. 
Sicherung gegen Hookeri de Vries 4n Hookeri 4n 
Hapbert G6 Vrie8 | 20. os, 6 ooo oes Pesce oinse.0' 
Fiooke*< Prewwiirg 35. Oo. ws. Cisne se pags SS LR 
frameecanas4a 3 24). 600 Ls. (eae meas 1,42 0 0,22 0 
Hookeri 4n x franciscana 4n........... 1,80 0 2,93 — 
(Hookeri x franciscana) 4n ..........-. 0,38 0 0,81 0 
franciscana 4n x Hookeri 4n........... 2,38 — 132 0 
(franciscana x Hookeri) 4n ............ 2,70 —- 1,53 0 
Hookeri 4n x Johansen 4n............. 6,01 ote 4,83 + 
Sicherung der Differenzen eindeutig vorhanden: + 


Sicherung der Differenzen nicht vorhanden: 0 
Sicherung wahrscheinlich: — 
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ergibt in einigen charakteristischen Fallen gut gesicherte Unterschiede. . 
Am deutiichsten ist der Unterschied zwischen den reziproken Bastarden 
franciscana 4n < Hookeri 4n und Hookeri 4n x franciscana 4n mit 
Diff/m Diff = 4,1. Die anderen Bastarde, die dadurch entstanden sind, 
daB der diploide Bastard mit Colchicin behandelt und geselbstet wurde, 
von denen also erst die F, untersucht werden konnte, verhalten sich 
verschieden. Oe. (franciscana X Hookeri) 4n zeigt Partnerwechsel in 
derselben Haufigkeit wie franciscana 4n x Hookeri 4n, also die F,, die 
direkt durch Bastardisierung der tetraploiden Eltern entstanden ist. 
Oe. (Hookeri < franciscana) 4n tut das nicht, er differiert sowohl gegen 
Hookeri 4 X franciscana 4n (F,) als auch gegen die beiden Bastarde 
in franciscana-Plasma (beide Differenzen sind jedoch nicht gesichert, 
Diff/m Diff = 2,2 bzw. 2,1 und 2,4) und gleicht damit den reinen Arten, 
die ebenfalls in der Mitte zwischen den Bastarden stehen. Zwischen 
diesen und den Bastarden sind die Unterschiede nur maBig gesichert. 
Das ist leicht dadurch erklarlich, daB die Durchschnitiswerte der reinen 
Arten in der Mitte zwischen denen der Bastarde liegen, so da die Ab- 
stinde zwischen diesen und jenen kleiner sind, als die der Basiarde 
untereinander. Die Werte des Bastards mit Oe. Johansen 4n liegen 
gainzlich auBer Konkurrenz, viel héher als die aller iibrigen, die Diffe- 
renzen gegen sémtliche anderen Werte sind gut gesichert. 


b) Die Chiasmafrequenz. 


Da ein Zusammenhang zwischen Chiasmabildung und Mulltivalent- 
bildung offensichtlich bestehen mu, schien es uns bedeutsam, zugleich 
mit der Partnerwechselfrequenz auch die Héhe des Bindungsausfalles 
festzustellen. Als Ma dafiir wurde die Zahl der freien, ungebundenen 
Chromosomenenden gewihlt, die Wertung der Einzelfiguren in dieser 
Hinsicht zeigt Zeile 1 von Tabelle 2. Zunachst seien die Tetraploiden 
betrachtet (Tabelle 4). Ein Vergleich der Mittelwerte zeigt, da& zwischen 





Hookeri 4n x (Hookert x fran- |franeigcana 4n x (franciscana x 


franciscana 42 | Hancigcana 4n ciscana) 4n Hookeri 4n Hookeri 4 n) 




















3,25 + 

1,08 0 2,21 

104 0 4,18 + 2,10 — 

1,36 0 4,43 + 2,42 — 0,34 0 

4,83 + 7,56 + 5,82 + 3,79 + 3,39 + 


den einzelnen Arten bedeutende Unterschiede bestehen. Am starksten ist 
der Bindungsausfall bei den reinen Arten, doch sind diese auch noch 
unter sich verschieden. Die beiden tetraploiden Linien der Oe. Hookeri 
23° 
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stehen obenan mit 18,42 bzw. 17,47 freien Enden pro Zelle, beide Werte 
sind innerhalb der Fehlergrenzen gleich. Der Bindungsausfall der Oe. 
franciscana 4n ist etwas niedriger mit 15,13 freien Enden. der Unter- 
schied gegen die Oe. Hookeri 4n ist mit Diff/m Diff = 5,29 bzw. 3,88 
gut gesichert. Die Bastarde setzen sich gegen beide Eltern deutlich mit 
einem niedrigeren Bindungsausfall ab, der bei allen Vieren zwiscaen 
11 und 12 freien Enden liegt. Die Unterschiede gegen die Eltern sind 
weit gesichert, unter sich sind die Bastarde iiberhaupt nicht verschieden, 
alle Werte liegen innerhalb der Fehlergrenzen. Es gibt also weder einen 


Tabelle 4. Der Bindungsausfall tetraploider Oenotheren 
(je 100 Zellen bei 10° C 6 Tage). 





: | Sicherung gegen 

Mittelwert = wiiiecks eae waeaeae 

= me Streuung o | Hookeri | Hookeri 
ide Vries 4 a Preiiues 4n 








Hookeri de Vries 4n........ 18,42 + 0,5 4,85 

Hookeri Freiburg 4n ....... 17,47 + 0,5 4,60 1,42 
franciseana 4n ............. 15,13 + 0,4 3,90 5,29 3,88 
Hookeri 4n x franciscana 4n 11,20 + 0,4 3,94 11,55 10,34 


(Hookeri x franciscana) 4n . 11,27 + 0,4 3,69 11,74 10,50 
franciscana 4n xX Hookeri 4n. 11,06 + 0,4 3,66 12,16 10,98 





(franciscana X Hookeri) 4n . 11,75 + 0,4 3,74 10,88 9,65 
Hookeri 4n <x Johansen 4n.. 14,44 + 0,4 3,63 6,56 5,17 
Hookeri 4n Freiland........ 5,81 + 0,4 3,51 20,17 














Unterschied zwischen den reziproken Bastarden, noch hat es irgend- 
einen Einflu8, ob die Chromosomenverdoppelung vor oder nach der 
Bastardisierung vorgenommen wurde, noch ob es sich um F, oder F, 
handelt. 

Aligemein ist die Schwankung der Anzahl an freien Enden ziemlich 
groB, sie geht z. B. bei Oe. Hookeri de Vries von 6 bis 34, bei Oe. 
Hookeri Freiburg 4n von 8 bis 27, bei den Bastarden von 1 bis 22, doch 
gruppieren sich alle Werte in Gaussscher Verteilung um den Mittelwert. 
Mit Hilfe der Streuung o wurde die Fehlerrechnung durchgefiihrt. Die 
Werte des Bastards Oe. (Hookeri 4n x Johansen 4n) liegen ungefaihr 
in derselben Hiéhe wie die der Oc. franciscana 4n. 

Nun zum Vergleich die diploiden Ausgangsformen, wofiir die Werte 
in Tabelle 5 zusammengefaft sind. Im Ganzen ist hier der Bindungs- 
ausfall wesentlich niedriger als bei den Tetraploiden. Die Unterschiede 
zwischen Eltern und Bastarden entsprechen denen der Tetraploiden, 
wenn auch nicht so deutlich abgestuft. Auch hier steht Oe. Hookeri mit 
gesicherter Differenz im Bindungsausfall obenan. Bei Oe. franciscana 
und den Bastarden ist er niedriger, diese sind jedoch untereinander nicht 
verschieden. Die Bastarde haben also einen niedrigeren Bindungsausfall 
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Tabelle 5. Bindungsausfall der Diploiden (freie Enden). 








M to +m | % freie Enden 
Oe. Hookeri Freiburg ...... 2,32 3,08 0,3 8,29 
Oc. franciscana............ 1,12 1,71 0,2 4,00 
Oe. Hookeri x franciscana.. 1,41 1,99 0,2 5,03 
Oc. franciscana x Hookeri.. 1,22 1,49 0,15 4,36 











als der eine Elternteil.? Die Werte des Bindungsausfalls der Diploiden 
liegen aber viel dichter beisammen als die der Tetraploiden. So erstreckt 
sich die Schwankung bei den Diploiden tiber einen Bereich von 4,3°/o, 
wahrend bei den Tetraploiden unter gleichen Bedingungen die Differenz 


























tranciscana tal pound ag ra fr ee, 74 a ae Hookeri : - ppommoay 4 = % freie Enden 
| 

32,89 

31,19 

27,02 
7,09 20,00 
7,19 0,13 20,12 
7,66 0,26 0,42 19,75 
6,26 1,01 0,99 0,13 20,98 
1,29 , 5,02 6,12 6,61 5,16 25,79 
: 10,37 











zwischen dem héchsten und dem niedrigsten Wert 11,1°/o betragt. Das 
bedeutet aber, dai der Bindungsausfall der tetraploiden Bastarde um 
11°/o niedriger liegt als der von Oe. Hookeri Freiburg 4n, waihrend der 
der 2n-Bastarde sich nur um 4°/o senkt, so da& sich der Effekt der Ba- 
stardisierung mit der Polyploidie steigert. 


c) Das Verhaltendes Viererringes. 


Oe. Johansen hat in ihrem Chromosomensatz, bezogen auf die Enden- 
verteilung der Oe. Hookeri eine reziproke Translokation; so besitzt der 
Bastard der Diploiden in der Diakinese einen Viererring. Der Bastard 
der Tetraploiden zeigt hier variable Konfigurationen, weil von den 
Viererring-Chromosomen, die nur zu 8 vorhanden sind, je zwei voll- 
kommen iibereinstimmen und zugleich mit je zwei und zwei anderen 
zur Halfte identisch sind. Demzufolge besteht durchaus die Méglichkeit, 
auch alle 8 Chromosomen miteinander zu verketten. Eine Konfigura- 


8 Diese Ergebnisse stimmen insofern nicht ganz mit denen HASELWARTERS 
(1937) tiberein, als dieser fiir beide, Oe. Hookeri und franciscana, héhere Werte, 
fiir die Bastarde niedrigere angibt. Auch ist bei ihm der Bindungsausfall all- 
gemein niedriger als in diesen Untersuchungen. Seine Versuchsbedingungen 
waren freilich ganz andere als die unsrigen. 
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tion, an der neben den Vierergruppen mehr als vier, zwischen 5 und 8, 
Chromosomen beteiligt sind (vgl. Abb. 2), findet sich unter den hundert 
Zellen in 42 Fallen, also nur rund in der Halfte. Figuren, die daraus 
entstehen, sind von verschiedenster Art. Die einfachsten sind Ketten von 
5 bis 8 Chromosomen. Daneben sind verschiedene Méglichkeiten der 
Kombination zweier Quadrivalente oder eines Quadrivalentes mit einem 
Bi- oder Trivalent verwirklicht. Diese Erfahrungen entsprechen voll- 
kommen denen von SE1Tz (1935) an der spontan tetraploiden Oenothera 


ag i, 


Abb. 2. Oe. Hookeri 4n x Johansen 4n, Achtergruppe, entstanden aus reziproker Translokation 
und Partnerwechsel. Heterochromatinchiasma. Vergr. 2300 x. 


Abb. 3. Oe. Hookeri Freiburg 4n, spontane Chromosomenmutation: Fiinferkette. Vergr. 2300 x. 








franciscana gigas, deren Ausgangsform ebenfalls einen Viererring be- 
sai. EKinmal wurde iiber die Befunde von Seitz hinaus eine komplizierte 
Figur von 10 Chromosomen gefunden, die offenbar durch nicht homo- 
loge Paarung entstanden ist. 


d) Abweichende Konfigurationen. 


Im Verlauf der Untersuchungen traten immer wieder Konfigura- 
tionen auf, die nicht durch normale Quadrivalentpaarung zustande ge- 
kommen sein kénnen, némlich solche, an denen entweder mehr als vier 
Chromosomen beteiligt sind, oder geschlossene Dreierringe oder ring- 
férmig geschlossene Chromosomen, die auferdem sogar noch weiter ge- 
bunden sein kénnen (vgl. Abb. 3 bis 7). Die Haufigkeit des Auftretens 
ist ganz verschieden. Bei der Oe. Hookeri Freiburg kommen sie ver- 
LaltnismaBig haufig und regelm&%ig in allen Knospen vor, im Freiland 
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6d 7b 


Abb. 4. Oe. Hookeri Freiburg 4n, Fiinferkette. 


Abb. 5. Oe. Hookeri Freiburg 4n, Ring von drei und angebundenes Einzelchromosom. Vergr. 
2300 x. 


Abb. 6. Oe. Hookeri Freiburg 4n, Oktovalent mit Het hr tidinchi und Chromatideninter- 
locking. Vergr. 2300 x. 


Abb. 7. Oe. Hookerit Freiburg 4n, abweichende Figur von 7 Chromosomen, 
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ebenso wie unter konstanten Bedingungen im Thermostaten. Ebenso ent- 
hielt der Bastard (franciscana X Hookeri) 4n eine sehr hohe Zahl von 
Abweichern. In anderen Arten war sie geringer, Oe. franciscana enthielt 
nur einige Abweicher und bei Oe. Hookeri de Vries 4n waren itberhaupt 
keine zu finden. Meist liegen mehrere Zellen mit Abweichern nahe bei- 
einander, man kann fast von Nestern sprechen. 

Derartige anormale Konfigurationen sind nicht in allen Fallen kon- 
statierbar. Sicher als solche anzusprechen sind einmal héhere Ver- 
kettungen, sodann geschlossene Univalente, geschlossene Trivalente und 
aihnliche auf anormaler Paarungsweise beruhende Konfigurationen. Es 
ist aber auch durchaus méglich, da8 zwei fremde Bivalente zu einem 
Quadrivalent zusammentreten, die sich in dieser Anordnung nicht von 
einem normalen Quadrivalent unterscheiden lassen. So kann die reale 
Zahl der Abweicher nicht erfa8t werden; die in Tabelle 2, letzte Spalte, 
eingetragenen Zahlen zeigen nur die sicher konstatierbaren Fille. 


e) Chromosomenbewegungen und Chromosomen- 
verteilung. 


Im Laufe der Untersuchungen der Diakinese von Oenothera wurden 
einige Beobachtungen gemacht, die, etwas am Rande liegend, an dieser 
Stelle zusammengefaBt werden sollen. In der frithen und spiten Dia- 
kinese, auch noch in der Metaphase, kommen fiir Oenothera auffallend 
viele interstitielle Chiasmen vor. In friiheren Stadien kann die Halfte 
aller Bindungen interstitiell liegen, spaiter sind es weniger. Die diploiden 
Ausgangsformen dagegen terminalisieren normal, bei diesen findet man 
kaum einmal ein interstitielles Chiasma. Die Terminalisation der 
Chiasmen scheint also bei den Tetraploiden verlangsamt zu sein, und 
es ist zu vermuten, da dies ein Effekt der erfolgten ZellvergréBerung 
ist, der sich ganz allgemein auf die Bewegungsvorginge des sich teilen- 
den Kerns auswirkt. Eine Verlangsamung sowie UnregelmaBigkeiten in 
der Bewegung finden sich naémlich auch bei der Anaphasewanderung 
der Chromosomen, die sich neben anderen Verteilungsstérungen be- 
merkbar machen, wie aus dem Studium dieser spiiten Stadien hervor- 
geht. Soweit sich in unseren Priparaten gute Anaphasebilder fanden, 
wurden diese mit ausgewertet. Freilich sind sie nicht haufig, denn die 
erhéhte Chromosomenzahl macht besonders die Anaphase sehr uniiber- 
sichtlich. Es miissen deshalb die Werte aller Arten zusammengefaBt 
werden, wenn man hinreichende Zellenzahlen bekommen will. Die Be- 
obachtungen iiber die Chromosomenverteilung auf die Pole ergaben 
(vgl. Tabelle 6), daB in 46,9°/o der Zellen die Zahl der Chromosomen auf 
beiden Seiten 14 betragt, die Verteilung also normal ist. In 51°/o finden 
sich zwischen den Polen in der Aquatorialplatte liegengebliebene Uni- 
valenie. Diese Univalente gehen manchmal vorzeitig in Teilung iiber, so 
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Tabelle 6. Chromosomenverteilung in Anaphase. 























(14—2): ; 
Form 14:14 (z+ y): i hy ‘ Summe 
(14— ) 
(francisecana x Hookeri) 4n. 6 5 — 11 
(Hookeri x franciscana) 4n. 5 6 me 11 
Hookerit 4n x Johansen 4n. 12 14 1 27 
Summe.... 23 || (85 1 49 


daB sich entweder mehrere kleinere Chromosomengebilde an die Pole 
begeben, oder die Verbindung zwischen den Spalthalften der Univalente 
ist noch nicht gelést, sie hangen noch zusammen, sind aber nach den 
Polen zu gewinkelt. Oft scheinen sich auch die ungeteilten Univalente 
noch, zwar langsamer, zu den Polen zu bewegen. Sehr selten fand sich 
wirkliche non-disjunction, nur einmal war die Zahl der Chromosomen 
auf beiden Seiten ungleich und in einem Fall wurde eine Briicke ge- 
funden. Das hei®t aber: die nachweisbaren Unregelmafigkeiten der 
Chromosomenverteilung sind bei tetraploiden Oenotheren nicht auf die 
Anwesenheit von Quadrivalenten zuriickzufiihren. Ware dies der Fall, 
dann miifiten sich éfter Tochterzellen mit ungleicher Chromosmenzahl 
finden. Vielmehr stéren nur die Univalente, die in der Aquatorialebene 
liegenbleiben, dieselben, die auch in der Diakinese schon als Univalente 
vorhanden sind und deren Auftreten auf den besonders hohen Bindungs- 
ausfall zuriickzufiihren ist. Die Verteilumg der Quadrivalentchromo- 
somen scheint demnach hei Oenothera auf irgendeine Weise geregelt zu 
sein, so da8 dabei keine Fehler vorkommen. Dagegen besteht keine Még- 
lichkeit, in der Zelle vorhandene Univalente richtig zuzuordnen. Das 
heift aber, hoher Bindungsausfall, aus dem ungebundene Univalente re- 
sultieren, stért die Chromosomenverteilung mehr als das Vorhandensein 
von Quadrivalenten. 

Neben den Unregelmafigkeiten der ersten Teilung finden sich auch 
in der zweiten Anaphase zahlreiche in der Bewegung nachhinkende 
Chromosomen, die zum Teil noch unterwegs vom Ruhekernstadium 


Tabelle 7. Mehrkerntetraden bei tetraploiden Ocnotheren. 























Junge Tetraden Alte Tetraden 

mehr- mehr- 

kernig normal kernig normal 
(Hookeri x franciscana) 4n... 34 66 je 100 Z 
(franciseana x Hookeri) 4n... 5 95 je 100 Z 
franciseana, 4n x Hookeri 4n . 43 52 5 95 je 100 Z 
detto 2. Knospe ............. 62 38 je 100 Z 
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,.iberrascht“ werden und zu kleinen tiberzihligen Kernen AnlaB geben, 
die allerdings spater noch mit einem .,Hauptkern“ fusionieren; in jiinge- 
ren Tetraden kénnen iiber die Halfte der Zellen mehr als vier Kerne 
haben. Die Zahl der iiberzaihligen Kerne nimmt aber mit fortschreiten- 
dem Stadium kontinuierlich ab, und nach Ausbildting der Zellmembran 
finden sich nur noch 5°/o Mehrkerntetraden (vgl. Tabelle 7). Es ist aber 
nicht mehr feststellbar, ob die Kernfusion die zusammengehérigen Kern- 
teile vereinigt oder ob zufallsgemaB in der Nahe liegende Kerne vom 
Hauptkern passiv aufgenommen werden. Auf diese Weise kénnen also 
durch die Verlangsamung und durch die zeitliche Differenz des Be- 
wegungsablaufes einzelner Chromosomen ebenfalls aneuploide und 
iiberzahlige Kerne entstehen. 


D. Diskussion der Ergebnisse. 


I. Die Beziehungen zwischen Bindungsausfall und Parinerwechsel- 
frequenz. 


Der Chiasmafrequenz wird allgemein eine weitgehende Bedeutung 
hinsichtlich des Einflusses, den sie auf die Multivalentbiidung auszu- 
iiben imstande sei, zugedacht. Wir haben deshalb durch Berechnung des 
Korrelationskoeffizienten zu erweisen versucht, wie weit eine zahlen- 
mifige Zuordnung zwischen der Zahl der freien Enden einer Zelle und © 
derjenigen der nachweisbaren Partnerwechsel tatsachlich besteht. Der 
Korrelationskoeffizient wurde berechnet nach der Forme: 
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(nach RINGLEB. .,Mathematische Methoden der Biologie“. S. 159). 


Tabelle 8. Vergleich der Korrelationskoeffizienten von Bindungs- 
ausfall und Partnerwechselfrequenz mit den Mittelwerten der 
einzelnen Faktoren. 











Korrelationskoeffizient “ee Pa ois Ie at 
Hookeri de Vries 4n......... — 0,246 = —!/, 67,1 3.46 
Hookeri freiburg 4n......... — 0,179 = —?/; 68,8 3,68 
frameiscana AN ..5 . sderatie n:.< 0 +0,018= 0 73,0 Behe 
Hookeri 4n (Freiland)........ | +0,036= 0 89,6 3501 
Hookeri 4n x franciscana 4n . | +0,020= 0 80,0 3,10 
(Hookeri * franciscana) 4n... | + 0,194 = +1/; 79,9 3,93 
franciscana 4n » Hookeri 4n . | + 0,310 = +1/, 80,3 3,90 
(franciseana Hookeri) 4n... |—0,051= 0 89,0 3,96 
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Die ermittelten Korrelationskoeffizienten fiir Partnerwechsel und 
Bindungsausfall sind in Tabelle 8 zusammengefaBt, sie zeigen in den 
verschiedenen daraufhin untersuchten Formen ein merkwiirdiges Ver- 
halten. Bei den beiden tetraploiden Oe. Hookeri ist die Korrelation nega- 
tiv, das bedeutet: je héher der Bindungsausfall, desto niedriger ist die 
Partnerwechselhaufigkeit. Bei diesen Arten ist der Bindungsausfall im 
Vergleich mit den iibrigen am héchsten. Bei der Freilandfixierung 
Oe. Hookeri Freiburg 4n, die unter besonders giinstigen Bedingungen 
nur 5,81 freie Enden pro Zelle hatte, ist die Korrelation = 0, ebenso 
bei den Bastarden Oe. Hookeri 4n X Oe. franciscana 4n und Oe. (fran- 
ciscana X Hookeri) 41. Hier ist also hoher ‘Bindungsausfall ebenso wie 
niedriger zufallsgema8 mit hoher oder niedriger Partnerwechselhaufig- 
keit kombiniert. Uberraschend ist das Ergebnis bei den anderen beiden 
Bastarden Oe. franciscana 4n X Oe. Hookeri 4n und Oe. (Hookeri x 
franciscana) 4n. Hier besteht eine deutliche positive Korrelation, es 
steigt der Bindungsausfall mit der Zahl der Partnerwechsel in der Zelle 
gleichsinnig an. Das bedeutet aber, daB hier hoher Bindungsausfall mit 
hoher Partnerwechselfrequenz, niedriger Bindungsausfall mit niedriger 
Partnerwechselfrequenz koordiniert ist. Im folgenden sei nun ver- 
sucht, diese etwas selisamen Verhialtnisse au interpretieren. 

Jeder Partnerwechsel, der im Pachytin bei der Paarung von vier 
Chromosomen stattgefunden hat, fiihrt nur dann zu Multivalentfiguren 
in der Diakinese, wenn gleichzeitig auch Chiasmen gebildet werden. 
Dabei fragt sich nun, wieviele Chiasmen nétig sind, um einen Partner- 
wechsel‘ zu einer Multivalentfigur zu machen. Im giinstigsten Fall ge- 
niigen schon zwei Chiasmen dazu, um eine urspiiingliche Vierergruppe 
zu einem Trivalent umzugestalten. Dazu ist jedoch eine ganz bestimmte 
Anordnung der Chiasmen nétig, denn unter Umstaénden kénnen zwei 
Chiasmen einer Vierergruppe auch zwei Bivalente verursachen. Wenn 
aber drei Endchiasmen zustande gekommen sind, muf unter allen Um- 
standen eine Multivalentfigur in der Diakinese erscheinen. Da sich bei 


4 Fiir die Vierergruppen, die im Pachytén zwei Partnerwechsel aufweisen, 
gelten andere Zahlenverhiltnisse. Zwei Chiasmen kénnen ebenfalls einen der 
Partnerwechsel sichtbar machen, drei Chiasmen unter Umstinden schon alle 
beide. Bei ganz bestimmter Anordnung, wenn nimlich an den beiden Pariner- 
wechseln jedesmal verschiedene Chromosomen beteiligt sind, kénnen auch vier 
Chiasmen noch zwei Bivalente verursachen, und erst mit fiinf Chiasmen miissen 
beide Partnerwechsel erscheinen. Diese Abweichung bezieht sich aber aui 
eine sehr spezielle und damit auch seltene chromosomale Anordnung, so dafi sie 
fiir diese Uberlegungen vernachlassigt werden kann. Das kann um co eher 
geschehen, als innerhalb der Gesamtkombinatorik zwischen zwei Partner- 
wechseln und Chiasmen zur Konstitution der Multivalente in der Diakinese 
bald mehr, bald weniger Chiasmen gebraucht werden, als im vorhergehenden 
Beispiel. So stellt sich von selbst ein Ausgleich mit dem allein behandelten 
Beispiel mit einem Partnerwechsel ein. 

23 a* 
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Oenothera die Chiasmenfrequenz nur an den Endchiasmen beurteilen 
14Bt, miissen wir unsere Uberlengungen darauf beziehen. Um die Enden 
aller vier Chromosomen einer Vierergruppe zu binden, sind vier End- 
chiasmen nétig. Sc wird also bei einer Endchiasmenfrequenz von 50°/o 
ein Partnerwechsel schon eine gewisse Chance haben, in der Diakinese 
als Quadrivalent aufzutreten, bei Endchiasmafrequenz iiber 75°/o diirf- 
ten bereits alle Partnerwechsel als Quadrivalente erscheinen. Bei unse- 
ren Formen schwankt aber der Prozentsatz an Endchiasmen zwischen 
67°%/o und 90°/o, er liegt also stets iiber der Mindestzah]. aber nur bei 
einem Teil der Formen iiber der Grenze, oberhalb derér alle Partner- 
wechsel sichtbar sein sollten. Und danach lassen sich unsere Ergebnisse 
jetzt verstehen: Bei den Formen mit negativem Korrelationskoeffizien- 
ten liegt die Endchiasmafrequenz bei 67,1°/o bzw. 68,6°/o. Die negative 
Korrelation bei Oe. Hookeri 4n ist also durch deren niedrige Chiasma- 
frequenz erklirlich. Die Formen, bei denen der Korrelationskoeffi- 
zient = 0 ist, oder positiv, liegen bis auf Oe. franciscana 4n mit 73°/o 
iiber der Grenze von 75°/o. Das beweist, da% bei zunehmender Chiasma- 
frequenz die Zahl der Multivalente solange steigt, bis alle Partner- 
wechsel des Pachytins zu Multivalenten geworden sind. Dariiber hinaus 
ist natiirlich keine Steigerung mehr méglich. Nun bleibt noch die Frage 
nach der positiven Korrelation, wie sie bei zweien der Bastarde ge- 
funden wurde. Auch hierfiir kénnen wir unter der Annahme zu einem 
Verstindnis kommen, da8 der Partnerwechsel seinerseits die Chisma- 
bildung hemmt. Das stimmt gut damit iiberein, daB es sich wenigstens 
bei der einen der beiden Formen um eine solche mit relativ hoher 
Partnerwechselfrequenz handelt. Das Verhalten des anderen Bastards 
mit ebenfalls besonders thoher Partnerwechselfrequenz, Oe. (francis- 
cana X Hookeri) 4n, spricht zwar nicht dagegen, aber auch nicht dafiir, 
er zeigt einen Korrelationskoeffizienten = 0. Theoretisch ist diese Lé- 
sung sehr gut denkbar, denn durch den Partnerwechsel kénnen Chro- 
mosomenteile an der side-by-side-Paarung verhindert werden, wie dies 
auch fiir die Pachyténkreuze im Gefolge reziproker Translokationen 
bekannt ist (OEHLKERS, 1935), die ja den Partnerwechselfiguren durch- 
aus gleichen. Trifft diese Interpretation zu, dann bestehen also zwei ein- 
ander entgegengesetzte Korrelationen, eine positive und eine negative, 
die sich zum Teil gegenseitig aufheben miissen. Der Bindungsausfail 
unterdriickt die Multivalentbildung, wenn er eine bestimmte Héhe iiber- 
schreitet, Partnerwechsel seinerseits setzt wiederum die Chiasmabil- 
dung herab. Es ist méglich, daB sich darin bei bestimmten Chromo- 
somen eine charakteristische Verhaltensweise findet: z. B. muB die 
chiasmahemmende Wirkung auf kurzen Chromosomenschenkeln gréf8er 
sein als auf langen. 


Wenden wir diese Einsichten auf unsere Ergebnisse an, dann ist da- 
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zu mu sagen, daB eine nennenswerte Herabsetzung der Multivalent- 
figuren durch Bindungsausfall wohl nicht siattgefunden hat. Eine 
solche kommt héchstens fiir die beiden Formen der Oe. Hookeri 4n in 
Frage, nicht aber fiir die Bastarde. Will man bei diesen die Partner- 
wechselfrequenzen miteinander vergleichen, so ist die Méglichkeit dazu 
durchaus durch die Gleichheit des Bindungsausfalls gegeben. 


II, Heterosiseffekt. 


Die kalifornischen Oenotheren sind in einer Hinsicht von besonde- 
rem Intersse: es lassen sich homozygotische Eltern und heterozygoti- 
sche Bastarde nebeneinander aufziehen, im Gegensatz zu den Komplex- 
heterozygoten. Die Bastarde zeigen typische Heterosis, d. h. eine Steige- 
rung der Vitalitait; sie wachsen schneller und besser als die Eltern, 
fangen friiher an zu schieben und sind gegen ungiinstige Bedingungen 
widerstandsfaihiger als die reinen Arten. HASELWARTER (1937) kon- 
statierte dariiber hinaus noch einen zytologischen Effekt: die Bastarde 
von Oe. Hookeri und Oe. franciscana haben einen niedrigeren Bin- 
dungsaufall als die reinen Arten; sie bilden mehr Chiasmen. Dieser 
Befund wurde durch unsere Untersuchungen erneut bestatigt. Es ist 
nun unsere Aufgabe, festzustellen, ob sich auch bei Tetraploiden He- 
terosiseffekte finden. Und das ist tatsichlich der Fall. Der Bindungs- 
ausfall der tetraploiden Bestarde liegt weit unter dem der reinen Eltern- 
arten (vgl. Tabelle 4). Hervorzuheben ist weiterhin, daB alle Bastarde, 
gleich, auf welche Weise sie entsanden sind, denselben Bindungsausfall 
haben, im franciscana- wie im Hookeri-Plasma, in F, wie in F,. Gleich- 
giiltig also auch, ob die Polyploidisierung vor oder nach der Bastardi- 
sierung stattgefunden hat. Im ganzen ist der Bindungsausfall bei den 
Tetraploiden héher als derjenige der Diploiden. 

Der Vergleich der Heterosiswirkung bei Diploiden und Tetraploiden 
zeigt, daB diese bei den Tetraploiden deutlich gesteigert ist. Wahrend im 
Bindungsausfall von Oe. franciscana und den diploiden Bastarden iiber- 
haupt kein Unterschied zu konstatieren ist — nur Oe. Hookeri setzt sich 
dagegen ab—, finden wir bei den Tetraploiden eine deutliche Stufenfolge: 
den héchsten Bindungsausfall hat Oe. Hookeri 4n, wie bei den Di- 
ploiden, dann folgt Oe. franciscana, und endlich mit erheblichem Inter- ° 
vall die Bastarde. Die Reihenfolge ist beibehalten, aber die Differenzen 
haben sich vergré8ert, die Abstufung kommt deutlicher heraus als bei 
den Diploiden. Aus dem allen geht also hervor, daB die Steigerung des 
Heterosiseffektes allein auf die Polyploidie zuriickzufiihren ist. Zuletzt 
sei noch darauf hingewiesn, da8 ein Einflu& der Heterosis auf die 
Partnerwechselfrequenz nicht vorhanden ist; diese ist vielmehr bei den 
Bastarden bald héher, bald niedriger als bei den Eltern, bald gleich 
gro8 mit dem der letzteren. 
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III. Der EinfluB des Plasmas. 


Vergleicht man die Partnerwechselfrequenz verschiedener Oeno- 
therenbastarde miteinander, so findet man, daf sich zwischen den rezi- 
proken Bastarden Unterschiede finden: diejenigen mit der Oe. francis- 
cana als Mutter haben eine héhere Partnerwechselfrequenz als solche 
mit Oe. Hookeri als Mutter. Miitterlich vererbt werden die Plastiden und 
das Plasma, waihrend der Kern von beiden Elternteilen geliefert wird. 
Einer der beiden rein miitterlichen Zellkomponenten mu8 daher die rezi- 
proke Verschiedenheit beziiglich der Partnerwechselfrequenz zuzu- 
schreiben sein. Gerade bei Oenothera kommt es haufig vor, daB die 
Plastiden mancher Arten voneinander verschieden sind, und sich mit 
bestimmten Kernkombinationen zusammen verschieden entwickeln; im 
Extremfall kann dabei die Fahigkeit, zu ergriinen, verlorengehen 
(RENNER, 1924). Eine solche Plastidendifferenz, die eine reziproke Ver- 
schiedenheit der Partnerwechselfrequenz verursachen kénnte, kommt 
aber bei unserem Material nicht vor. Ein feiner Gradmesser fiir die 
Funktionstiichtigkeit der Plastiden ist der Kohlehydratspiegel der 
Pflanze, der sich direkt und deutlich auf die Chiasmafrequenz auswirkt, 
so daB sich Verschiedenheiten der Plastiden sofort in verschieden hohem 
Bindungsausfall zeigen (ZURN, 1940). Bei unseren Bastarden liegt aber 
der Bindungsausfall gleich hoch, es ist also anzunehmen, da8 Hookeri- 
und franciscana-Plastiden gleich sind und mit den Bastardgenomen in 
gleicher Weise zusammenspielen. So ist es wahrscheinlich, daB die auf- 
gefundenen reziproken Verschiedenheiten hinsichtlich der Partner- 
wechselfrequenz durch das Plasma bewirkt wurden. 

Aus Tabelle 3 ergibt sich, da® die Bastarde, die je zwei Hookeri- 
und zwei franciscana-Genome im Hookeri-Plasma enthalten, eine sta- 
tistisch gesicherte niedrigere Partnerwechselfrequenz aufweisen als die- 
selben Genomkombinationen im franciscana-Plasma. Dieser Befund ist 
in analoger Weise wie die Geschlechtsvererbung bei Streptocarpus (vgl. 
OEHLKERS, 1938, 1941) dadurch erklirbar, da8 Genome und Plasmon 
in den Ausgangspflanzen aufeinander abgestimmte, entgegengesetzte 
Tendenzen besitzen. Durch Kombination von franciscana-Plasma mit 
Hookeri-Genomen wird die Tendenz nach Erhéhung der Partner- 
wechselfrequenz deutlich, Hookeri-Plasma zusammen mit franciscana- 
Genomen tendieren nach einer Verringerung der Partnerwechselfre- 
quenz. Bei der F, des (Hookeri X franciscana) 4n-Bastardes hat offen- 
bar eine Umkombination der dafiir wichtigen Chromosomen stattgefun- 
den, so da& das alte Verhiltnis wiederhergestellt wurde. 


IV. Die spontanen Chromosomenmutatiohcn. 


Besondere genetische L2deutung kcmmt d-n allenthaiben auftreten- 
den anormalen Konjugationsfiguren zu, die entweder selbst auf Chro- 
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somenmuiationen zuriickfiihrbar sind oder solche nach sich ziehen 
miissen. Grundsatzlich bestehen bei allen abweichenden Figuren zwei 
Méglichkeiten der Interpretation: Man kann sie als Effekt reziproker 
Translokation oder als Paarung nichthomologerChromosomen mit nach- 
felgender Chiasmenbildung auffassen (MARQUARDT, 1941). Letztere 
kénnen entweder wirklich durch nichthomologe Paarung oder infolge 
Vorhandenseins sehr kleiner homologer Chromosomenteile entstehen, 
die ihrerseits begrenzte normale Paarung verursachen. 

Im empirischen Teil wurde bereits darauf hingewiesen, daB auBer- 
ordentliche Differenzen in der Haufigkeit dieser Aberrationen bestehen 
(vgl. Tabelle 2, letzte Spalte). Véllig frei von solchen ‘ist in unseren Be- 
funden allein die tetraploide Oe. Hookeri de Vries, und mit ganz be- 
sonders hohen Prozentsitzen von Abweichungen versehen ist die Oe. 
Hookeri Freiburg 4n sowie deren Bastarde. Die Zahl der bei der letzten 
Gruppe vorhandenen Haufigkeiten von 13 bis 18°/o mit Aberrationen 
versehener Zellen ist immerhin so bemerkenswert hoch, da sie an die 
Werte energischer artifizieller Mutationsauslésung heranreicht. So be- 
steht durchaus Veranlassung, zunachst die Vorfrage zu stellen, ob nicht 
am Ende bei der Oe. Hookeri Freiburg eine besondere Konstitution be- 
stiinde, die das Auftreten abweichender Konfigurationen in héherem 
Maf8e veranla&t als bei den anderen Formen. 

Die Méglichkeit dazu scheint gegeben zu sein. Die Oe. Hookeri Frei- 
burg ist aus einer Haploiden entstanden, die im (Gefolge von Rénigen- 
bestrahlung aufgetreten ist. Sie wurde vermutlich durch Aufregulation 
des Chromosomensatzes auf die Zahl 2n als Diploide gewonnen. Da sie 
auf sexuellem Wege in der Haploiden entstand, ist es sicher, daB eine 
Meiosis, méglich, daB zwei solche im haploiden Stadium abgelaufen 
sind. Nun hat CaTCHESIDE (1932) eine haploide franciscana unter- 
sucht und fand verhalinismafig viele Bivalente und einige Trivalente. 
Er schlie®t daraus auf das Vorhandensein von homologen Stiicken auf 
den Chromosomen und nimmt an, da diese normale Paarungen mit 
nachfolgender Chiasmenbildung veranlassen. Bewiesen ist das zwar 
nicht, es besteht durchaus auch die Méglichkeit, wie Ernst (1940) bei 
haploidem Antirrhinum fand, daB langere Strecken nicht homologer 
Chromosomen in der haploiden Meiosis eine Paarung eingehen und daf& 
durch solche echten, nicht homologen Konjugationen Chiasmen zu- 
stande kommen. In beiden Fallen jedoch miiBte sich genau das gleiche 
in der haploiden Meiosis ereignen, nimlich das Eintreten reziproker 
Translokationen in einem gewissen Prozentsatz der lebensfalgei. Keim- 
zellen. Diese kénnte durch Aufregulation im Embryo eines partheno- 
genetisch entwickelten Embryosackes durch Translokationshomozygotie 
verdeckt sein oder aber durch Kombination mit einem normalen Genom 
sich sofort als Viererring anzeigen. Die Arbeit von SEITz sowie unsere 
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eigenen Befunde an dem Bastard Oe. (Hookeri Freiburg x Johansen) 
4n haben gezeigt, daB die RegelmaBigkeit der Translationsfiguren 
in der Meiosis der Diploiden in den entsprechenden Tetraploiden 
nicht allein durch Bindungsausfall, sondern auch durch die Verdoppe- 
lung der Homologen variiert werden kann, und infolgedessen in 
weitaus geringerer RegelmaBigkeit auftritt als bei den Diploiden. 
Trotzdem zeigen unsere Befunde an. dem oben genannten Bastard, 
da8& beim Vorhandensein eines Viererringes in der diploiden Form 
héhere Verkettungen in der entsprechenden Tetraploiden doch noch 
in 42% der Zellen dauftreten. Da also die Prozentsatze abnormaler 
Figuren in der Oe. Hookeri Freiburg und ihren Abkémmlingen einer- 
seits zu gering, anderseits schwankend sind, kommt das Vorhanden- 
sein einer Translokation in dieser Form als Ursache dafiir nicht in 
Frage, ganz abgesehen davon, da® auch sonst keinerlei Anzeichen 
dafiir bei den Diploiden vorhanden sind und auch bei der 4n Fran- 
ciscana entsprechende Aberrationen gefunden wurden (vgl. Tabelle 2). 


So haben wir also zu schlieBen, da8 es sich bei diesen Aberrations- 
figuren um regulare Neutranslokationen oder nichthomologe Paarungen 
handelt. Die vorhin schon genannten Einzelursachen dafiir sind vor- 
laufig noch nicht zu iibersehen; ob kleine homologe Stiicke und deren 
Folgen, oder ob echte, nichthomologe Paarungen, oder ob reale Chro- 
mosomenumbauten. Immerhin ist eines nicht zu bezweifeln, da® nim- 
lich bei den entsprechenden diploiden Formen Aberrationen in solcher 
Zahl nur bei artifizieller Mutationsauslésung entstehen, bei den 
Polyploiden dagegen spontan. In dem polyploiden Zustand muf also 
zweifellos zellphysiologisch die Ursache fiir das Auftreten dieser Ab- 
weichungen gesucht werden. 


V. Die Regulation des Paarungsmechanismus. 


Der Vergleich alter natiirlicher Polyploider mit artifiziell oder 
spontan neu entstandenen ergab im cytologischen Bild stets eine ver- 
minderte Multivalentpaarung der alten gegeniiber den jiingeren. Da 
die Multivalentpaarung betriachtliche Nachteile fiir die Fertilitét der 
Pflanzen mit sich bringen kann, ist es einleuchtend, daf Formen mit 
Bivalenten, gleich, auf welche Weise ihr Paarungsmodus zustande 
gekommen sein mag, diejenigen mit Konjugation von mehr als zwei 
Chromosomen iiberfliigeln und auf lange Sicht ganz verdringen werden. 
Die Frage nach den Faktoren, die einen Einflu8 auf das Paarungs- 
verhalten besitzen, ist darum von gro8em ziichterischem Interesse. 
Eine Aufklarung des Mechanismus wiirde dariiber hinaus auch noch 
grundsiatzlich theoretische Bedeutung haben. Im folgenden sei ver- 
sucht, die Einzelfaktoren, die offenbar voneinander unabhingig dabei 
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im Spiel sind, iibersichtlich aufzureihen und damit zum Schlu8 wieder 
auf die Ausgangsfragestellung zuriickzugreifen. 

Mutationen und Chromosomenumbauten miissen in phylogene- 
tischen Zeitraumen einen Homologieverlust unter den vier Partnern 
eine Quadrivalentes herbeifiihren. Darin wird allgemein eimer der 
wesentlichsten Faktoren fiir den Ubergang von der Multivalent- zur 
Bivalentbindung erblickt. Wie aus dem vorhergehenden Abschnitt 
ersichtlich, hat sich bei allen tetraploiden Oenotheren die Rate an 
Chromosomenmutation von 0,05°/o der Diploiden. auf 3—18°/o erhéht; 
gleichzeitig konnte gezeigt werden, da8 mit der Polyploidie als solcher 
zugleich auch eine EinfluBnahme auf den Mutationsmechanismus ver- 
bunden ist, der einen rascheren Homologieverlust durch mutativen 
Umbau der Chromosomen erméglicht. 

Homologieverlust jedoch ist kemeswegs das einzige Phainomen. 
das in dem Zusamenhang der Multivalentregulation eine Rolle spielt. 
Die Voraussetzung fiir das Zustandekommen eines Multivalents besteht 
bei der faktisch streng eingehaltenen Tendenz, daB an ein und dem- 
selben Ort in einer Konjugationsabfolge nie mehr als zwei Chromo- 
somen paaren, allein im Vorhandensein eines Partnerwechsels und 
dessen Folgeerscheinungen. Die Voraussetzung nun wiederum fiir 
einen Partnerwechsel ist die relative Unabhingigkeit der einzelnen 
Paarungseinheiten eines Chromosoms in der Wahl ihrer Partner 
(DARLINGTON, 1931). Die Einsicht, daB diese begrenzt sein muB, da fak- 
tisch stets eine Anzahl von Paarungseinheiten auf den Chromo- 
somen gemeinsam mandéveriert, hat DARLINGTON (1936) mit dem Ter- 
minus ,,pairing blocks“ deutlich gemacht. Als empirische Basis dafiir 
wertet er den Befund aus, da8 eine Beziehung zwischen der Chromo- 
somenlinge und der Partnerwechselfrequenz besteht: kurze Chromo- 
somen bilden seltener einen Partnerwechsel als die langen desselben 
Satzes. Wir haben in unserer Arbeit nachweisen kénnen (vgi. Ab- 
schnitt II), da8 eine Interferenz hinsichtlich des Partnerwechsels 
besteht, so da einmal vorhandener den niachsten in unmittelbarer 
Nachbarschaft verhindert. Die Ursache freilich dieser Interferenz- 
erscheinung kennen wir nicht, sie diirfte in der inneren Chromosomen- 
struktur ‘begriindet sein, und ist als eine Eimschrankung der Unab- 
hangigkeit der Chromosomenteile bei der Partnerwahl zu verstehen. 
Bis zu welchem Grad diese Einschrankung gehen kann, und ob zu- 
letzt die Fahigkeit der Ohromosomen, den Partner zu wechseln, voll- 
standig wegfallt, wissen wir nicht. Die Interferenz des Partner- 
wechsels ist genau so wie diejenige der Chiasmen eine Relation 
zwischen zwei variablen Langen, also zwischen der absoluten Chromo- 
somenlinge und der Linge des Chromosomenabschnittes, dessen 
Glieder in einem ,,pairing block’ vereinigt sind und gemeinsam 

Chromosoma, 3. Bd., Heft 4. 24 
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mandévrieren; das Ausma8 der Interferenz steht somit in Relation 
zu der absoluien Linge der Chromosomen. Denselben Effekt wie die 
eben erwahnte Zunahme der Inierferenz kann also durchaus auch 
eine Verkiirzumg der Chromosomen besitzen. Einen empirischen An- 
haltspunkt dafiir, da8 eine Verainderung der Chromosomenlingen in 
Polyploiden méglich ist. besteht in den Phanomen der Chromosomen- 
diminuition an natiirlichen Polyploiden (Bruun, 1932, FAGERLIND, 
1937, Straus, 1937). Dagegen zeigten Untersuchungen von STRAUB 
(1939) an artifiziell erzeugten Tetraploiden, da bei diesen das 
Chromosomenvolumen unverandert ist. Die Regulation der Chromo- 
somengré8e scheint sich demnach erst im Ablauf mehrerer Gene- 
rationen einzustellen. 

Einen weiteren Faktor, der eine Regulation des Chromosomen- 
mechanismen veranlassen kénnte, erblidkt Upcotr (1939) in der 
Steigerung des Chiasmenausfalles bei den Tetraploiden. Dabei darf 
freilich nicht tibersehen werden, daB bei allzu hohem Bindungsaus- 
fall, wie unsere Oenotherenbefunde zeigen, stets eine so hohe Anzahl 
von Univalenten auftritt, da8 dadurch gestérte Anaphasen erscheinen. 
der Schaden also gréfer sein kénnte als der Nutzen. Als wirksamer 
Regulationsfaktor kénnte also nur ein Chiasmenausfall wirken, der 
sich auf diejenigen Chromosomenschenkel beschrankt, auf denen ein 
Partnerwechsel stattgefunden hat. In unseren Befunden hat sich nun 
gezeigt, da& Partnerwechsel die Chiasmenfrequenz herabsetzt. Bei 
kurzen Chormosomen kénnte sich diese Wirkung auf einen ganzen 
Schenkel erstrecken, so dafS§ bei sonst gleichbleibender Chiasmen- 
frequenz allein die Schenkel chiasmenfrei bleiben. auf denen sich 
ein Partnerwechsel befindet. So wiirden Partnerwechsel selbst ver- 
hindern, da8 die damit gegebene Multivalentbindung der Chromosomen 
bis in die Diakinese hineinreicht. Eine empirische Verifikation 
dieser iiber unseren Befund hinaus durchaus hypothetischen Deutung 
miiBte an anderem Material erfolgen; Oenothera ist dafiir ungeeignet. 

Ein letztes Moment sei angefiihrt. Schon v. WETTSTEIN (1932) hat 
an die Méglichkeit gedacht, da8 vom Cytoplasma ein Einflu8 auf die 
Paarungsregulation ausgehen kénnte, wenn er freilich zunachst auch 
noch nicht mit Sicherheit angeben konnte. in welcher Weise dieser 
in den Mechanismus des chromosomalen Verhaltens eingreifen kann. 
Es ist nicht ausgeschlossen. da8 dieser Eingriff itber eine Regulation 
der Chromosomenlange geschehen kénnte. Einen empirischen Anhalts- 
punkt anderer Art erbringt Oenothera; wir ‘konnten nachweisen. dab 
hei diesem Objekt eine deutliche Beziehung der Partnerwechsel- 
frequenz zum Cytoplasma besteht. Weiterhin konnten STuBBE (1935) 
und OEHLKERS (1948 im Druck) zeigen, da gewisse artifizielle 
Weisen der Mutationsauslésung ebenfalls durch das Cytoplasma 
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geférdert'oder gehemmt werden kénnen. Chromosomenlinge, Partner- 
wechsel, Chiasmenfrequenz, Mutabilitaét sind alies die Einzelfaktoren. 

die in das Regulationsgeschehen des Chromosomenmechanismus ein- 
 greifen kénnen. Und das Cytoplasma vermag mdglicherweise iiber 
diese Wirkungsmomente hinweg sekundir seinen Einflu8 geltend zu 
machen. v. WETTSTEINS vorscnauende Deutung des Bryum-Falles 
diirfte also einen wesentlichen Punkt getroffen haben. 


F. Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Es wurde das Paarungsverhalten der Chromosomen tetraploider 
Oenotheren in der Diakinese qualitativ und quantitativ analysiert. 
Dabei ergab sich: 

1. Die Chromosomen von Oenothera weisen eine Interferenz des 
Partnerwechsels auf, d. h. ein Partnerwechsel unterdriickt einen 
zweiten innerhalb desselben Quadrivalentes. 

2. Die Partnerwechselfrequenz wird vom Cytoplasma beeinflu&t, 
so da8 bei reziproken Bastarden Differenzen in der Zahl der nach- 
weisbaren Partnerwechsel gefunden wurden. 

3. Die Heterosiswirkung ist beziiglich des Bindungsausfalls bei 
den tetraploiden Bastarden gréfer als bei den diploiden, hat jedoch 
auf die Partnerwechselfrequenz keinerlei Einflu8. 

4. Im Gefolge der Polyploidie treten spontane Chromosomenmuta- 
tionen auf. 

5. Die Untersuchung der Beziehungen zwischen Chiasmafrequenz 
und Partnerwechselfrequenz zeigte, daB hier zwei entgegengesetzte Kor- 
relationen bestehen; unterhaib einer Endchiasmafrequenz von 75°/o be- 
steht eine Korrelation derart, daB mit sinkender Chiasmafrequenz sich 
auch die Zahl der Multivalente verringert. Ist die Endchiasmahaufigkeit 
héher als 75°/o, dann ist keine Korrelation nachzuweisen oder aber eine 
entgegengesetzte, so daB mit steigender Partnerwechselfrequenz die Zah| 
der Endbindungen absinkt. 

6. Aus diesen Befunden ergibt sich, da8 bei der Regulation des Paa- 
rungsmodus Polyploider a) die erhéhte Mutabilitét der Polyploiden, 
b) die Begrenzung der Fahigkeit der Chromosomen, den Partner zu 
wechseln, méglicherweise als Effekt einer Chromosomenverkiirzung, 
und c) die Verhinderung der Chiasmaformation der Chromosomen- 
schenkel mit Partnerwechsel durch diesen selbst eingreifen kénnen, und 
daB spezifischen Cytoplasmen dabei ein wirksamer Einflu8 zukommen 
kann. 
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